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CCU Cancro do colo do útero 
CR Resposta completa 
  
D  
DDR Resposta aos danos no DNA 
DFS Sobrevivência Livre de Doença 
DNA Ácido Desoxirribonucleico  
DSBs Quebras de cadeia dupla 
  
F  






HIV Vírus da Imunodeficiência Humana 
HPV Vírus do Papiloma Humano 
HR Reparação por recombinação homóloga 
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HR Hazard Ratio 
  
I  
IARC Agência Internacional de Investigação sobre o cancro 
IC Intervalo de Confiança 
ICL Ligações cruzadas intercadeia 
IPOFGP, EPE Instituto Português de Oncologia Francisco Gentil no Porto 
  
M  
MGB Minor groove binder 
miRNA Micro RNA 
MMR Reparação por mismatch 
MRI Ressonância Magnética 
MRN Mre11-Rad50-Nbs1 
mRNA Ácido ribonucleico mensageiro  
  
N  
NER Reparação por excisão de nucleótidos 
NHEJ Recombinação por junção de extremidades não homólogas  
  
O  
OS Sobrevivência Global 
  
P  
PD Progressão da doença 
PET-CT Tomografia Computorizada por Emissão de Positrões 
PR Resposta parcial 
Pro Prolina 
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RPA Proteína de replicação A 
RT Radioterapia 
RT-PCR Real-Time Polymerase Chain Reaction 
  
S  
SCC Carcinoma de células escamosas 
SD Doença estável 
SNPs Single Nucleotide Polymorphims 
SPSS Statistical Package for Social Sciences 
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O cancro do colo do útero é o quarto mais comum a nível mundial, assim como o quarto 
mais mortal, sendo que a sobrevivência em estadios localmente avançados é de 
aproximadamente 60%. Assim torna-se importante identificar os mecanismos que podem 
influenciar a resposta à terapia e, consequentemente, a sobrevivência destas doentes. 
Sabe-se que a variabilidade genética do hospedeiro desempenha um papel crucial no 
desenvolvimento, progressão e consequente prognóstico dos doentes oncológicos. Neste 
sentido, publicações recentes têm revelado que o estudo de polimorfismos genéticos em 
genes que controlam o metabolismo carcinogénico, a reparação do DNA, a proliferação 
celular ou a apoptose é importante para determinar a suscetibilidade individual para o 
desenvolvimento tumoral e resposta ao tratamento em doentes com cancro do colo do 
útero.  
O gene RAD52 é um dos genes envolvidos na reparação por recombinação homóloga de 
quebras de cadeia dupla, enquanto que o gene TP53 desempenha diversas funções 
cruciais, nomeadamente a ativação da apoptose celular, na presença de uma reparação 
ineficiente dos danos ou de danos muito severos.  
Neste âmbito, o presente estudo do tipo cohort retrospetivo de base hospitalar tem como 
principal objetivo avaliar a influência dos polimorfismos genéticos RAD52 1476 C/T 
(rs1051669) e TP53 Arg72Pro (rs1042522) na evolução clínica de 260 doentes 
caucasianas com diagnóstico de cancro do colo do útero e tratadas com radioterapia e 
quimioterapia concomitante no Instituto Português de Oncologia Francisco Gentil no Porto 
(IPOFGP, EPE). O estudo dos polimorfismos foi realizado por discriminação alélica através 
da técnica de PCR em tempo real e a análise estatística dos resultados com o auxílio do 
programa estatístico SPSS.  
Os resultados obtidos não demonstraram uma associação entre os genótipos do 
polimorfismo RAD52 1476 C/T e a resposta à terapia (p=0.450), a sobrevivência global 
(p=0.921) e a sobrevivência livre de doença (p=0.605).   
Relativamente ao polimorfismo TP53 Arg72Pro, verificou-se que este polimorfismo 
genético não tem impacto na resposta à terapia (p=0.571), ou na sobrevivência livre de 
doença (p=0.205). No entanto, observou-se que pode ser um potencial marcador do 
prognóstico porque parece influenciar a sobrevivência global, sendo que as doentes 
portadoras do genótipo heterozigótico (Arg/Pro) têm um tempo médio de sobrevivência 
maior do que as doentes com os genótipos homozigóticos (Arg/Arg e Pro/Pro) (126 meses 
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vs. 111 meses, respetivamente; p=0.047). Adicionalmente, a sobrevivência global parece 
ser modulada pela história tabágica tendo em conta os genótipos do polimorfismo, tendo-
se verificado que as doentes não-fumadoras heterozigóticas apresentam uma tendência 
para um maior tempo de sobrevivência global do que as doentes não fumadoras 
homozigóticas (p=0.052).  
Deste modo, este trabalho pode contribuir para a definição de um perfil farmacogenómico 
baseado no background genético destas doentes, permitindo assim individualizar o 
tratamento, através do auxílio na seleção das terapias que possam proporcionar um melhor 
evolução clínica e uma menor toxicidade para as doentes. 
 
Palavras-Chave: Cancro do colo do útero; TP53, RAD52; Polimorfismos genéticos; 
Resposta ao tratamento; Sobrevivência global; Sobrevivência livre de doença. 
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Cervical cancer is the fourth most common worldwide, as well as the fourth deadliest, and 
survival in locally advanced stage is nearly 60%. Therefore it is important to identify 
mechanisms that can influence the response to therapy and, consequently, patient survival. 
It is known that the genetic variability of the host plays a crucial role in the development, 
progression and subsequent prognosis of cancer patients. In this sense, recent studies 
revealed that the study of genetic polymorphisms in genes that control the carcinogenic 
metabolism, DNA repair, cell proliferation or apoptosis is essential to determine individual 
susceptibility to tumor development and response to treatment therapy in patients with 
cervical cancer. 
The RAD52 gene is one of the genes involved in in the repair of double strand breaks by 
homologous recombination, while the TP53 gene plays several crucial functions, including 
activation of cellular apoptosis in the presence of an inefficient repair of damage or very 
severe damage.  
In this context, the present study of hospital-based retrospective cohort type has as main 
objective to evaluate the influence of RAD52 1476 C / T (rs1051669) and TP53 Arg72Pro 
(rs1042522) genetic polymorphisms in the clinical outcome of 260 Caucasian patients 
diagnosed with cervical cancer and treated with radiotherapy and concomitant 
chemotherapy in Portuguese Institute of Oncology Francisco Gentil Porto (IPOFGP, EPE). 
The study of polymorphisms was performed by allelic discrimination by PCR in real time 
and statistical analysis with the SPSS statistical program. 
The results did not show an association between the RAD52 1476 C/T polymorphism 
genotypes and treatment response (p=0.450), overall survival (p=0921) and disease-free 
survival (p=0.605). 
Regarding the TP53 Arg72Pro polymorphism it was found that this polymorphism does not 
impact on response to therapy (p=0.571) nor in disease-free survival (p=0.205). However, 
it was observed that it could be a potential prognostic marker because it seems to influence 
overall survival, and that patients carrying the heterozygous genotype (Arg/Pro) have a 
median survival time greater than the patients with homozygous genotypes (Arg/Arg and 
Pro/Pro) (126 months vs. 111 months, respectively; p=0.047). Additionally, overall survival 
appears to be modulated by smoking history considering the genotypes of polymorphism, 
and it was found that heterozygous non-smokers patients have a tendency to a greater time 
survival than homozygous non-smokers patients (p=0.052).  
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Thus, this work can contribute to the definition of a pharmacogenomic profile based on the 
genetic background of these patients, thereby individualizing treatment by assisting in the 
selection of therapies that may improved clinical outcome and lower toxicity to the patient. 
 
Key-words: Cervical cancer; TP53, RAD52; Genetic polymorphisms; Treatment response; 
Overall survival; Disease-free survival. 
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1. Cancro: considerações gerais 
O cancro constitui um dos principais problemas de saúde pública a nível mundial, uma vez 
que é a principal causa de morte, tendo ultrapassado as doenças cardíacas coronárias e 
os acidentes vasculares cerebrais, segundo estimativas da Organização Mundial de Saúde 
para 2011 [1]. As transições demográficas e epidemiológicas globais contínuas aliadas ao 
efeito do envelhecimento e ao crescimento da população traduzem-se numa incidência 
global prevista de 22.2 milhões de novos casos de cancro em 2030 em comparação com 
uma estimativa de 12.7 milhões de casos em 2008, bem como a previsão de 13.2 milhões 
de mortes relacionadas com esta doença, acima dos 7.6 milhões em 2008. Estas 
alterações serão mais significativas nos países com rendimentos baixos e médios [2]. 
O cancro consiste no crescimento anormal de células que têm a capacidade de invadir 
estruturas adjacentes e disseminar em locais à distância, sendo originado pela acumulação 
de alterações genéticas e epigenéticas no DNA (ácido desoxirribonucleico) [3]. Durante 
este processo de carcinogénese as células adquirem várias propriedades (hallmarks) que 
lhes permite a designação tumoral, tais como potencial de replicação ilimitado, evasão à 
morte celular, capacidade de invasão local e disseminação à distância, evasão ao sistema 
imunitário, entre outras (Figura 1) [4]. Neste âmbito, a compreensão das alterações 
celulares e moleculares associadas ao desenvolvimento tumoral permitirá uma melhoria 
no tratamento oncológico e, consequentemente, uma maior sobrevivência dos doentes [3].  
 
 
Figura 1 - Alterações adquiridas pelas células tumorais no processo de carcinogénese (adaptado de [4]) 
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2. Cancro do colo do útero 
A nível mundial, o cancro do colo do útero (CCU) é considerado o quarto tipo de cancro 
mais comum nas mulheres e o sétimo em ambos os sexos, bem como o quarto com maior 
mortalidade [1]. A sua distribuição encontra-se relacionada com o nível de desenvolvimento 
dos países, deste modo os países menos desenvolvidos apresentam as maiores taxas de 
incidência e, aproximadamente nove em cada dez mortes por esta neoplasia ocorre nestas 
regiões (Figura 2) [1, 5]. 
 
 
Figura 2 – Taxa de Incidência padronizada ajustada à idade de cancro do colo do útero nas mulheres por 
100000 (adaptado de GLOBOCAN 2012 [IARC6]) 
 
Em 2012, a nível europeu estima-se uma incidência anual por cada cem mil mulheres de 
cerca de 13.4 novos casos e uma mortalidade de 4.9 mortes. Por sua vez em Portugal, 
para o mesmo ano prevê-se uma incidência de 10.8 novos casos e uma mortalidade de 
4.9 mortes por cem mil mulheres [7].  
A carcinogénese do cancro do colo do útero (CCU) é o resultado de um processo 
multifásico que inclui a infeção persistente pelo vírus do papiloma humano (HPV) de alto 
risco, com consequente transformação do epitélio cervical normal em neoplasia intra-
epitelial cervical pré-neoplásica e, posteriormente, em CCU invasivo (Figura 3) [5, 8, 9]. A 
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Agência Internacional de Investigação sobre o Cancro (IARC) classificou 12 tipos de HPV 
como de alto risco e carcinogénicos para o ser humano, sendo estes os tipos 16, 18, 31, 
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 [10]. Todavia, os tipos de HPV considerados mais 
carcinogénicos no CCU são o HPV 16 e 18 [11]. A infeção por HPV de alto risco também 
é atribuída como fator etiológico em outros cancros, principalmente o HPV 16, como por 
exemplo cancro de cabeça e pescoço, anal, peniano, vulvar e vaginal [10].  
 
 
Figura 3 - Etapas da carcinogénese do cancro do colo do útero (adaptado de [9]) 
 
O principal estímulo para a transformação neoplásica é a sobre-expressão das 
oncoproteínas HPV E6 e E7, estas desregulam eventos celulares, como o ciclo celular, 
apoptose, reparação do DNA, senescência e diferenciação. A proteína E7 promove a 
inativação da proteína retinoblastoma (Rb) através da sua degradação pelo sistema 
ubiquitina-proteossoma [12], bem como conduz as células para um estado proliferativo que 
pode induzir grande instabilidade genómica e danos. Por sua vez, a proteína HPV E6 
aumenta a tolerância celular aos danos no DNA prevenindo a normal resposta celular a 
esses danos por inibição do gene apoptótico TP53, além disso interfere em várias vias de 
reparação, assegurando a não paragem do ciclo celular ou a indução da morte celular 
programada, após os danos no DNA [13]. Como especificidade desta neoplasia, a proteína 
E6 induz a inativação do gene TP53 pela sua degradação através do sistema ubiquitina-
proteossoma, acontecimento este que em outros cancros ocorre por mutação no próprio 
gene [14].  
A colpocitologia (ou teste do Papanicolau) e a colposcopia são as principais estratégias de 
deteção do CCU, porém a maioria dos casos são diagnosticados em estadios finais, 
principalmente nos países em desenvolvimento, sendo por tal considerado um problema 
de saúde pública [12]. 
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A apresentação histológica desta neoplasia é variada, sendo que mais de 70% são 
carcinomas das células escamosas (SCC) e o tipo histológico menos comum é o carcinoma 
de células claras com uma incidência de 10-5% [15, 16]. No entanto, nas últimas décadas 
a incidência do tipo histológico adenocarcinoma (20-25%) tem vindo a aumentar e a 
incidência do SCC a diminuir, uma vez que a utilização da colpocitologia (ou Papanicolau) 
como teste de rastreio é eficiente na deteção de lesões do SCC, mas não consegue detetar 
novas lesões pré-invasivas e invasivas de adenocarcinoma [17, 18].  
O estadiamento do CCU é realizado segundo o estadiamento da Federação Internacional 
de Ginecologia e Obstetrícia (FIGO) (Figura 4) e baseia-se na avaliação clínica após uma 
examinação clínica cuidadosa que inclui obrigatoriamente a palpação, inspeção, 
histeroscopia, cistoscopia, proctoscopia, urografia intravenosa, exames de raios-X aos 
pulmões e ao esqueleto e estudo imagiológico por ressonância magnética e tomografia por 
emissão de positrões [19].  
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2.1. Fatores de risco 
O cancro do colo do útero resulta da interação entre o ambiente e as alterações genéticas, 
sendo por este facto considerada uma doença complexa (Figura 5). A nível biológico e 
epidemiológico, como mencionado anteriormente, o HPV é o principal fator associado ao 
aumento do risco desta neoplasia [21-25]. Maioritariamente os cancros do colo do útero 
são causados por uma infeção cervical persistente de HPV de alto risco, ou também 
denominados oncogénicos, estando presente em aproximadamente 95% das lesões pré-
malignas e malignas do colo do útero [5, 26].  
O prognóstico da infeção por este vírus é controverso e complicado, uma vez que é comum 
existir coinfecção com múltiplos tipos e devido ao escasso conhecimento sobre a interação 
entre os diferentes tipos de coinfecção [27]. 
 
 
Figura 5 - Fatores ambientais e genéticos envolvidos na suscetibilidade para o desenvolvimento do cancro do 
colo do útero (adaptado de [22]) 
 
No entanto, a infeção persistente, por si só, não é suficiente para imortalizar e transformar 
as células epiteliais do hospedeiro. Além de que a ocorrência de alterações genéticas e 
epigenéticas são necessárias no processo carcinogénico desta neoplasia [21-23] . 
Os outros fatores de risco associados com o desenvolvimento de CCU estão relacionados 
com o estilo de vida, nomeadamente a multiparidade, a presença de metabolitos do tabaco 
nas secreções cervicais, a atividade sexual precoce, os múltiplos parceiros sexuais, a 
utilização a longo prazo de contracetivos orais (estrogénio-progesterona), a coinfecção 
com outros agentes sexualmente transmitidos, como por exemplo vírus da 
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imunodeficiência humana (HIV), a clamídia e o vírus herpes simplex e o comprometimento 
da imunidade mediada por células [22, 24, 28-32].  
 
2.2. Fatores de prognóstico 
Os fatores de prognóstico são identificados como fatores que influenciam de forma positiva 
ou negativa o curso e a evolução de uma doença e, por seu turno, permitem determinar o 
tipo de terapia e prever a resposta do doente ao tratamento. Neste sentido, para o CCU 
são identificados o estadiamento clínico de FIGO, a histologia, o grau e dimensão do tumor 
e a presença de metástases ganglionares como fatores que têm efeito na sobrevivência 
[27, 28, 33, 34]. Importa referir que o tipo de terapia é também considerado um fator 
preditivo da sobrevivência, uma vez que se encontra diretamente correlacionado com o 
estadio clínico do tumor [35]. 
Na avaliação da resposta à quimiorradioterapia (QTRT) são utilizados biomarcadores não 
moleculares, como por exemplo o ambiente intratumoral, a radiossensibilidade da cultura 
de células tumorais ex vivo, os achados na tomografia por emissão de positrões (FDG-
PET), a anemia e a trombocitopenia. Quanto aos biomarcadores moleculares, estes podem 
ser marcadores preditivos de um único gene ou multigenes que se baseiam na análise dos 
níveis proteicos e da expressão do ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) e microRNA 
(miRNA) associados [36]. Salienta-se ainda que os marcadores alvo de estudo em relação 
à sobrevivência e resposta à QTRT encontram-se envolvidos na tumorigénese e 
progressão tumoral, como por exemplo, os genes associados com a apoptose, a 
angiogénese, o crescimento celular e a reparação do DNA [37]. 
 
2.3. Tipos de tratamento  
A decisão terapêutica do carcinoma do colo do útero é influenciada pelos fatores de 
prognóstico da doença e pela preferência da doente. No entanto, na prática clínica o tipo 
histológico não é fator decisivo da terapia de primeira linha, uma vez que SCC e 
adenocarcinoma detêm muitas semelhanças [16]. Além disso, a decisão terapêutica é 
baseada em resultados de estudos em que a maioria dos doentes apresenta SCC [17, 18].  
Em estadios iniciais (IA1, IA2, IB1 e IIA1) de CCU a cirurgia é a principal opção terapêutica, 
sendo que a radioterapia (RT) como tratamento adjuvante também pode ser parte 
integrante do tratamento primário [38, 39]. Na presença de CCU localmente avançado 
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(estádios IB2 a IVA) a escolha terapêutica é a combinação de RT e quimioterapia (QT) 
baseada em platinos, uma vez que se obtém uma melhoria na sobrevivência global, cerca 
de 66% aos 5 anos [34, 37, 40-42]. Relativamente à QT, a administração standard é de 
40mg/m2 de cisplatina semanalmente, durante seis semanas, sendo que geralmente o 
último ciclo é coincidente com a última sessão de braquiterapia [38, 41]. O intuito da sua 
administração é reduzir a metastização local e à distância e, consequentemente, a 
progressão da doença [34]. Este tipo de terapia atua de forma direta e citotóxica nas células 
tumorais locais e em metástases subclínicas à distância, bem como aumenta a dose efetiva 
biológica da RT pelo seu efeito radiossensibilizador [42, 43]. Por sua vez, a RT contempla 
a realização de RT externa a toda a pélvis e braquiterapia como boost ao colo do útero [43, 
44]. Contudo, nos estadios mais avançados de CCU a eficácia terapêutica é ainda limitada, 
uma vez que 30-50% das doentes desenvolvem recidivas e metástases à distância [12, 
45]. Neste âmbito, várias áreas de investigação têm estudado a utilização de exames 
imagiológicos, como a tomografia computorizada por emissão de positrões (PET-CT) ou a 
ressonância magnética (MRI), para orientar e monitorizar a resposta à terapia [40].  
 
2.3.1. Resposta ao tratamento 
Embora a RT, QT e cirurgia continuem a ser as modalidades de tratamento padrão para 
as doentes com CCU, com consequente remissão da doença, a evolução clínica varia 
significativamente entre as doentes e parece ser difícil de prever. O resultado do tratamento 
ainda depende principalmente da deteção precoce e do diagnóstico. 
As causas do insucesso da terapêutica são frequentemente multifatoriais. Algumas destas 
causas podem estar relacionadas com a dificuldade e o insucesso da implementação das 
terapias, o desconhecimento do tratamento ideal, os fatores inerentes ao doente, como por 
exemplo múltiplas patologias e fatores psicossociais. Além disso, fatores associados ao 
contexto celular, como a tolerância do tecido normal, a presença de células em fases 
insensíveis do ciclo celular, a heterogeneidade celular nos tumores e a resistência celular 
tumoral primária ou secundária adquirida por exposição à QT e/ou RT podem contribuir 
para o fracasso do tratamento [46]. É importante realçar que a resistência é considerada 
uma das principais causas de ineficácia terapêutica quando o doente foi sujeito a QTRT 
[39]. 
A resistência adquirida pode ocorrer por diversos fatores, tais como: a diminuição da 
acumulação do fármaco, que inclui a absorção reduzida ou aumento do efluxo do mesmo, 
o aumento da desintoxicação do fármaco por tióis celulares, o aumento da reparação dos 
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danos no DNA e da tolerância aos danos e a capacidade de evasão à apoptose das células 
tumorais [46, 47]. 
No que concerne à RT, a eficácia da sua administração depende dos 5 R’s da radiobiologia, 
isto é, da reparação dos danos, redistribuição no ciclo celular, reoxigenação das células, 
repopulação celular e radiossensibilidade das células individuais [46]. Neste sentido, pode-
se dividir em fatores físicos e biológicos, sendo que os dois fatores biológicos mais 
importantes são a taxa intrínseca de proliferação celular do doente e a extensão da hipóxia 
nas células tumorais. Quanto aos fatores físicos, estes incluem a cinética celular, sendo 
que a taxa de proliferação celular se correlaciona de forma positiva com a 
radiossensibilidade e a morte por irradiação [48].  
A eficácia da QT é dependente da capacidade dos fármacos em induzir danos no DNA, 
bem como da capacidade da célula detetar e responder a esses danos, sendo que as vias 
de sinalização que regulam a apoptose detêm um impacto significativo na capacidade de 
resposta celular à cisplatina [47]. Importa referir que a eficácia da QT baseada em cisplatina 
é reduzida devido à toxicidade que por sua vez limita a dose administrada, mas também 
pela resistência das células tumorais à cisplatina, que pode ser intrínseca [46, 47]. 
 
2.4. Toxicidade do tratamento  
Na terapêutica do CCU existe o grande desafio de gerir os efeitos tóxicos agudos e a longo 
prazo do tratamento, sendo este um fator limitante na intensificação do tratamento [38]. Na 
utilização de agentes quimioterapêuticos baseados em platinos, um dos maiores efeitos 
secundários é a nefrotoxicidade [47]. A enterite, as anormalidades eletrolíticas e a 
neutropenia são alguns dos efeitos agudos tóxicos hematológicos, que podem limitar a 
administração da QT. Por sua vez, os efeitos tardios são constatados a nível 
gastrointestinal e geniturinário, os quais podem alterar a qualidade de vida dos doentes 
[38, 41, 43].  
A RT também tem efeito nas células saudáveis, e como consequência, existe efeitos 
secundários precoces e tardios que variam de intensidade de doente para doente. Estes 
efeitos são influenciados por diversos fatores, entre os quais a dose, o tempo de 
tratamento, a dose por fração, o número de frações e a dimensão do campo de tratamento. 
Algumas das manifestações clínicas dos efeitos precoces podem ser a disfunção do 
intestino delgado que inclui diarreia, desidratação, desequilíbrio eletrolítico e perda de 
peso. Quanto aos efeitos tardios que se observam após três meses do fim do tratamento, 
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estes podem ser alterações vasculares, fibrose, perfuração, necrose e estrangulamento 
[49].  
 
3. Resposta celular aos danos 
O genoma humano é inerentemente instável, estando sujeito a uma grande variedade de 
agentes genotóxicos provenientes de fontes endógenas (espécies reativas de oxigénio, 
inflamação, metabolismo celular e erros na replicação) e exógenas (dieta alimentar, tabaco, 
radiação ionizante e ultravioleta (UV), bactérias, vírus e drogas terapêuticas) [50]. Todos 
estes fatores são responsáveis pela ocorrência de diferentes tipos de danos nas células 
que comprometem a correta transmissão da informação genética. Estes agentes 
endógenos ou exógenos que danificam o DNA podem induzir diversos tipos de danos 
incluindo a modificação de bases, ligações cruzadas intracadeias, ligações cruzadas 
intercadeias, ligações cruzadas proteína-DNA, quebras de cadeia simples (SSBs) e 
quebras de cadeia dupla (DSBs) [51]. A maioria destes danos são transitórios, uma vez 
que após o seu reconhecimento e de forma a manter a estabilidade genómica ocorre uma 
resposta celular coordenada que interrompe o ciclo celular, permitindo a reparação ou a 
ativação da morte celular, caso os danos sejam muito graves. 
A ativação das vias de resposta aos danos no DNA (DDR) engloba um grupo de etapas 
semelhantes e fortemente reguladas, as quais incluem a deteção inicial dos danos, o 
recrutamento de fatores de reparação do DNA para o local do dano e, por último, a 
reparação dos danos [52]. Em termos funcionais, na resposta celular aos danos são 
ativados componentes que podem ser classificados como sensores de danos, transdutores 
de sinal e efetores, que comunicam entre si e se organizam hierarquicamente [53]. Importa 
referir que o processo da resposta aos danos pode incluir a paragem do ciclo celular, a 
ativação das vias de reparação do DNA e a morte celular programada, além de que todo o 
processo é controlado rigorosamente por modificações pós-traducionais, como por 
exemplo a fosforilação, a ubiquitinação, a metilação e a acetilação [53, 54]. 
 
3.1. Reparação do DNA 
Cada um dos diferentes tipos de danos é reconhecido e processado por proteínas 
envolvidas na DDR, sendo que as vias de reparação podem atuar de forma independente 
ou coordenada na reparação desses danos (Figura 6) [54]. No entanto, a ativação de uma 
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determinada via de reparação do DNA depende de diversos fatores como o tipo do dano 
presente, a fase do ciclo celular, entre outros [55]. 
 
 
Figura 6 - Resumo dos diversos tipos de danos no DNA e respetivas vias de resposta celular aos danos 
(adaptado de [51, 54]) 
 
Na reparação de danos de cadeia simples do DNA ocorre a ativação das vias de reparação 
por mismatch (MMR), reparação por excisão de bases (BER) e a reparação por excisão de 
nucleótidos (NER) [56]. Por sua vez, na presença de DSBs do DNA as vias de reparação 
ativadas são a reparação por recombinação homóloga (HR) e a recombinação por junção 
de extremidades não homólogas (NHEJ) [57]. A NHEJ é uma via de reparação propensa a 
erros em que o seu funcionamento não é dependente do ciclo celular [52]. Por sua vez, a 
HR é uma via livre de erros, visto ser necessário um cromatídeo irmão como molde para a 
síntese do novo DNA, desta forma esta via de reparação é dependente do ciclo celular, 
encontrando-se apenas funcional nas fases S e G2 do ciclo celular [56, 58]. 
Os fármacos utilizados na QT e a radiação ionizante proveniente da RT são considerados 
dois agentes capazes de introduzir danos no DNA, mais precisamente DSBs, com a 
finalidade de induzir a morte celular [54]. Estes danos são considerados os mais tóxicos, 
uma vez que ocorre a perda de integridade de ambas as cadeias duplas de DNA [57]. A 
formação de DSBs pode ocorrer de forma direta ou indireta através de outros danos, como 
por exemplo durante a replicação de ligações cruzadas intercadeia (ICL) [52]. Apesar de 
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as células tumorais serem suscetíveis a estes agentes, elas dividem-se rapidamente e, 
muitas vezes, apresentam componentes do seu mecanismo de reparação de DNA 
inativados e os pontos de verificação do ciclo celular desregulados, tornando os seus 
mecanismos de DDR defetivos [56]. Denote-se que a falha na reparação de DSBs pode 
originar a morte celular ou alterações cromossómicas em larga escala incluindo deleções, 
translocações e fusões cromossómicas que aumentam a instabilidade do genoma [59].  
Importa referir que os danos formados pela RT variam de complexidade tendo em conta a 
dose, a taxa de dose e a qualidade da radiação [58]. Quanto aos danos originados pela 
QT, a formação de DSBs é dependente do mecanismo de conversão dos danos primários 
no DNA induzidos por agentes quimioterapêuticos em DSBs. Por exemplo, a cisplatina 
induz uma ligação covalente entre a guanina e a adenina que gera ligações cruzadas inter 
e intracadeias. Neste sentido, as vias de sinalização e reparação de DSBs são cruciais 
para a eficácia da terapêutica antineoplásica, sendo que nos tumores podem existir 
alterações genéticas ou epigenéticas nestas vias que podem beneficiar uma determinada 
terapia [52].  
A ativação anormal ou desregulada das vias de DDR parece estar associada com a 
suscetibilidade para o cancro e a resistência à QT e RT [51]. Assim, encontra-se 
demonstrado que a inibição de proteínas envolvidas na DDR pode ser utilizada para 
melhorar os resultados da QT e RT, através da morte seletiva de células tumorais que 
apresentem determinadas vias de reparação do DNA defetivas, tendo por base o princípio 
da letalidade sintética [54]. 
O princípio de letalidade sintética tem sido alvo de estudo na área da Oncologia, através 
do qual a inativação simultânea de duas vias redundantes da DDR leva à morte celular 
pela acumulação de danos no DNA (Figura 7b) [52, 56]. A revogação de apenas uma 
dessas vias não afeta a viabilidade da célula, ou seja, é tolerada por um mecanismo de 
compensação (Figura 7a) [60]. Neste sentido, este conceito pode ser aplicado no contexto 
terapêutico quando as células tumorais apresentem deficiência numa via de DDR, sendo 
então expectável que exista um processo de morte seletiva das células tumorais [56].  
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Figura 7 - Princípio da letalidade sintética (adaptado de [54]) 
 
O primeiro exemplo da aplicação deste princípio foi demonstrado por modelos de 
xenotransplante de células tumorais que eram deficientes na via de reparação por 
recombinação homóloga (HR) devido a mutações nos genes BRCA1 ou BRCA2 [52]. 
Contudo, a eficácia deste conceito encontra-se posta em causa, uma vez que estudos têm 
referido que os tumores desenvolvem uma resistência adquirida a esta terapêutica devido 
à reversão genética de defeitos da DDR e à reconexão das vias de DDR [52].  
 
3.1.1. Reparação por recombinação homóloga (HR) 
As DSBs são reparadas de uma forma livre de erros através da HR em células em 
replicação (fase S tardia e Fase G2), sendo que se carateriza pela invasão de uma cadeia 
simples de DNA numa cadeia dupla homóloga, através da utilização do cromatídeo irmão 
não danificado como molde para a reparação do dano [55]. 
A HR inicia-se com o reconhecimento, sinalização e resseção da DSB no sentido 5’ – 3’ 
pelo complexo Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) (Figura 8) [52, 56, 57]. As cadeias simples 3’ 
resultantes são ligadas à proteína de replicação A (RPA) que impede a degradação do 
DNA e formação de estruturas secundárias, além de promover a ativação da proteína ATM, 
que por sua vez ativa vários fatores de reparação do DNA como os genes BRCA 1 e 2. De 
seguida, o gene RAD51 é recrutado e liga-se à cadeia de DNA, formando um filamento 
nucleoproteíco que desloca a RPA numa reação mediada por vários genes acessórios que 
incluem o RAD52, o XRCC2, o XRCC3, o BRCA2 e dois parálogos do RAD51 (RAD55 e 
RAD57) [57, 59].  
Influência de variantes genéticas nos genes RAD52 e TP53 no tratamento de doentes com 





Desta forma, através da formação deste filamento nucleoproteíco ocorre a invasão da 
cadeia do cromatídeo irmão adjacente, que forma uma estrutura em D-loop [56], processo 
que é facilitado pela proteína RAD54 [59]. A síntese de DNA a partir da extremidade 3’ 
realiza a extensão deste D-loop, que consequentemente, pela captura da segunda 
extremidade do DNA resulta na formação de uma junção de Holliday [57]. Posteriormente, 
esta junção é resolvida dando origem a recombinantes cruzados e não cruzados [52, 59].  
Em suma, a HR requer uma sequência homóloga intacta e os produtos da conversão 
génica podem estar associados ou não com o crossing-over. A conversão génica é um 
processo conservativo, comummente livre de erros, porém pode ocorrer variabilidade 
genética. Importa referir que este mecanismo está envolvido na meiose e na evolução 
molecular [61].  
 
 
Figura 8 – Reparação de quebras de cadeia dupla (DSBs) do DNA pela via de reparação por Recombinação 
Homóloga (adaptado de [56]) 
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3.1.1.1. Gene RAD52 
O gene RAD52 localiza-se no cromossoma 12 (12p12.2-12) e codifica uma proteína com 
417 aminoácidos de forma oligomérica (Figura 9) [62, 63]. Esta proteína apresenta duas 
funções essenciais na via RH, a primeira como mediador do gene RAD51 na evasão das 
cadeias e no emparelhamento inicial das moléculas de DNA homólogas sob condições 
específicas e a segunda facilitando o emparelhamento das cadeias simples de DNA com 
a cadeia molde homóloga do DNA [60, 62-67].  
 
 
Figura 9 - Localização do gene RAD52 no cromossoma 12 (adaptado de [68]) 
 
A proteína RAD52 do mamífero apresenta uma estrutura e uma atividade bioquímica 
semelhante à proteína RAD52 da levedura Saccharomyces cerevisiae, justificando a 
crucial função desta proteína na via HR em muitos organismos [62, 66]. Importa salientar 
que na ausência do gene BRCA1, o RAD52 é um mediador chave na interação com o 
RAD51, todavia no contexto de BRCA1 proficientes, o RAD52 contribui minimamente para 
a função do RAD51 [60]. 
Em leveduras na ausência de um gene RAD52 funcional, existe uma sensibilidade extrema 
aos raios-X, bem como uma deficiente recombinação mitótica e meiótica. Os fenótipos do 
RAD52 poderão ser diferentes tendo em conta as regiões em que ocorrem as mutações. 
No mesmo âmbito, foi observado que em células de macaco cultivadas a sobre-expressão 
da proteína RAD52 humana confere resistência aos raios-X, assim como melhora e induz 
a recombinação homóloga intracromossómica [69]. 
Em células humanas com funções dos genes RAD52, PALB2 ou BRCA2 defetivas, a 
depleção do RAD52 permite o aumento de anormalidades cromossómicas induzidas pelos 
danos e a redução da taxa de HR, e consequente diminuição da sobrevivência clonogénica 
[66, 70]. Desta forma, existe uma aparente relação de letalidade sintética entre os genes 
RAD52, PALB2, e BRCA2, tendo sido demonstrado que o RAD52 é importante para 
conservação da integridade genómica e prevenção do desenvolvimento do cancro [71, 72].  
As alterações genéticas do gene RAD52 têm sido estudadas maioritariamente como fator 
de risco para desenvolvimento em diversas patologias, tais como pulmão, glioma, 
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carcinoma hepatocelular, mas também como fator preditor de resistência e prognóstico 
para CCU e pulmão [62, 69-73].   
 
3.2. Apoptose  
A correta transmissão da informação genética das células progenitoras para as células 
filhas é um processo celular essencial. Neste sentindo, na presença de danos no DNA, é 
necessário que o mecanismo de resposta celular aos danos seja ativado, permitindo assim 
a paragem do ciclo celular de forma a prevenir a proliferação de células danificadas, através 
de processos de reparação do DNA danificado. Contudo, uma reparação ineficiente dos 
danos pode ter resultados nocivos como a mutagéneses ou a morte celular [74]. 
Neste âmbito, em condições de stress celular como a hipóxia ou danos no DNA é 
necessário que ocorra a paragem do ciclo celular ou a apoptose de forma a garantir a 
integridade do genoma. Assim, existe a prevenção da replicação de danos no DNA e a 
reparação dos danos antes da fase S do ciclo celular [10]. Contudo, quando a extensão 
dos danos no DNA é muito grande e difícil de reparar é necessário a indução da morte 
celular, geralmente por apoptose, que previne a produção de descendência potencialmente 
modificada [75]. 
A apoptose é um processo fisiológico de morte celular programada que se baseia na 
morfologia, bioquímica e topografia das células e é responsável pela eliminação de células 
danificadas em tecidos normais, bem como em contextos patológicos específicos [76]. Este 
processo celular ocorre em células incapazes de receber sinais de sobrevivência e/ou 
capazes de receber sinais de morte a partir de outras células, assim como em células em 
que não é possível reparar os danos adequadamente [77]. Além disso, é essencial para o 
desenvolvimento do tecido normal, da proliferação, diferenciação, hemostasia e remoção 
de células anormais e nocivas ao organismo [78].  
Relativamente ao processo de apoptose, este afeta células dispersas de forma individual, 
isto é, não atua num conjunto de células adjacentes. Ao nível morfológico, observa-se 
inicialmente a compactação e segregação da cromatina nuclear, com a formação de 
massas granulares finas uniformemente bem delineadas que se marginalizam no sentido 
oposto ao invólucro nuclear, e a condensação do citoplasma. A etapa seguinte é a 
progressão da condensação que é acompanhada pela convolução dos contornos 
nucleares e celulares e, posteriormente, ocorre a dissolução do núcleo em fragmentos 
discretos que estão rodeados por um invólucro de camada dupla e por germinação da 
célula como um todo para produzir membranas delimitadas por corpos apoptóticos. Estes 
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corpos apoptóticos são rapidamente ingeridos pelas células vizinhas e degradados nos 
seus lisossomas [79]. Em termos bioquímicos, este processo carateriza-se pela clivagem 
da cadeia dupla do DNA nuclear nas regiões de ligação entre os nucleossomas que levam 
à produção de fragmentos de oligonucleossomas [76]. 
Este tipo de morte celular é mediado por duas vias de sinalização, a via intrínseca e a via 
extrínseca. A via extrínseca é mediada por ligandos e ativam os recetores de morte da 
membrana celular [12]. A via intrínseca inicia-se na mitocôndria da célula, sendo ativada 
na resposta a sinais celulares de stress, como por exemplo danos no DNA, hipóxia, ciclo 
celular anormal e perda de fatores de sobrevivência celular e regulada pelo balanço de 
membros pró-apoptóticos e anti-apóptoticos de proteínas da superfamília Bcl-2 [78].   
A apoptose pode ser dividia em três etapas, a indução, determinação e execução. Na 
indução vários agentes biológicos e não biológicos induzem a apoptose, como por 
exemplo, os glucocorticóides, a radiação, o calor, as drogas terapêuticas e outras 
substâncias tóxicas. Na determinação, quando existe danos no DNA são ativados genes 
que regulam a apoptose, como por exemplo o TP53, o Bcl-2 e o C-myc (Figura 10) com a 
função de decisão entre a morte celular ou a proliferação. Por último, na execução da 
apoptose, ocorre a desintegração da célula que perdeu a integridade metabólica e o 




Figura 10 - Regulação da apoptose após danos no DNA (adaptado de [77]) 
 
A diminuição da apoptose é observada em doenças autoimunes, infeções virais e cancro. 
Neste sentido, uma abordagem terapêutica oncológica relacionada com a apoptose poderá 
ser relevante na medida em que a apoptose aberrante é fundamental para o crescimento 
de tumores e no desenvolvimento de resistência às terapias oncológicas. A atual 
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abordagem terapêutica com agentes citotóxicos e RT tem por objetivo induzir a morte 
celular por apoptose, porém mutações em proteínas chave envolvidas nesta via poderá 
resultar no desenvolvimento de resistência a estas terapias [78].  
 
3.2.1. Gene TP53 
O gene TP53 é considerado um gene supressor tumoral que se localiza no cromossoma 
17 (17p13.1) e codifica uma fosfoproteína longa com 393 aminoácidos de forma 
quaternária, ou também descrito como um tetrâmero complexo (Figura 11) [80-85]. Este 
gene apresenta diversas funções, como por exemplo a regulação do crescimento celular, 




Figura 11 - Localização do gene TP53 no cromossoma 17 (adaptado de [88]) 
 
É, geralmente, conhecido como o “guardião do genoma” ou gatekeeper do crescimento e 
divisão celular, uma vez que quando as células estão sujeitas a algum tipo de stress 
genotóxico, como danos irreparáveis no DNA, conduz à paragem do ciclo celular em G1 e, 
consequentemente ativa a reparação do DNA ou a apoptose, na presença de danos no 
DNA mais severos [81, 83]. Estas diferentes respostas celulares aos danos permitem a 
manutenção da integridade genómica, evitando assim a progressão celular com mutações 
genéticas que poderá levar ao desenvolvimento de cancro [89, 90].  
Apesar da ativação do gene TP53 ser suficiente na indução da morte celular, as células 
tumorais podem tornar-se resistentes à terapia. Neste sentido, a inativação da função deste 
gene é um importante mecanismo de resistência à terapia e sobrevivência celular, tendo 
sido verificado que células tumorais portadoras de TP53 wildtype apresentam resistência 
para uma grande variedade de agentes, como por exemplo a radiação ionizante e diversas 
classes de fármacos citotóxicos (doxorrubicina, paclitaxel, cisplatina, etoposido e 
vinblastina). Esta resistência pode acontecer de duas formas: diretamente quando alguns 
fatores (E6, ATM, Ciclina D, TP21) envolvidos nas vias celulares de resposta aos danos no 
DNA, reduzem ou anulam a atividade funcional da proteína TP53, ou indiretamente, pela 
desregulação de vias downstream do TP53 [91]. 
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O TP53 têm uma alta frequência de inativação em cancro humanos, sendo que esta 
inativação ocorre mais frequentemente devido a mutações somáticas, ao passo que as 
mutações germinativas predispõem a vários cancros de início precoce, como por exemplo 
a síndrome de Li-Fraumeni e síndrome de predisposição para cancro hereditário [84, 86, 
92, 93]. Salienta-se que as variações polimórficas resultantes de alterações de codões 
podem, por vezes, originar modificações modestas ou mesmo catastróficas na atividade 
da proteína [94]. 
A sobre-expressão detetada por imuno-histoquímica tem sido associada a um pior 
prognóstico em algumas neoplasias, e a existência de mutações no TP53 evidencia um 
cancro com uma maior agressividade tumoral e um pior prognóstico [48, 90].  
Thames e os seus colaboradores observaram que as mutações no gene TP53 produzem 
efeito negativo no prognóstico de determinados tipos de cancro, contudo existem poucas 
evidências acerca do seu envolvimento na sensibilidade à QT e RT [95]. Neste sentido, 
quando as vias apoptóticas estão comprometidas nas células tumorais, devido à presença 
de um portador de um alelo TP53 mutante ou pela sobre-expressão da proteína anti-
apoptótica Bcl-2, deverá existir mais resistência ao tratamento o que nas células tumorais 
com vias apoptóticas intactas, nomeadamente nos portadores do TP53 do tipo selvagem 
ou com baixos níveis de Bcl-2 [96]. 
 
4. Variabilidade Genética 
A descodificação do genoma humano permitiu identificar inúmeras alterações ao nível da 
sequência do DNA, as quais podem explicar as diferentes suscetibilidades para o 
desenvolvimento tumoral e ter implicações ao nível da resposta ao tratamento. 
Os polimorfismos genéticos são as principais alterações genéticas estudadas e definem-
se como variações hereditárias no genoma humano, cuja variante menos frequente se 
encontra presente em pelo menos 1% da população normal [97]. Cerca de 90% destes 
polimorfismos são considerados Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), ou seja, 
polimorfismos em que a variação ocorre num único nucleótido [73, 98, 99]. Este tipo de 
polimorfismo é considerado essencial para a medicina personalizada, uma vez que se 
baseia nas caraterísticas únicas de cada indivíduo, bem como o ponto de partida para 
desenvolver novos fármacos mais efetivos, seguros e bem tolerados pelos doentes [100]. 
Os SNPs podem surgir em qualquer região do genoma, isto é, podem localizar-se em 
regiões codificantes de proteínas, regiões intrónicas, região 5’ ou 3’ ou região não transcrita 
do gene [99]. Desta forma, se a sua localização for em regiões exónicas pode existir 
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alteração do aminoácido expresso e, consequentemente, afetar a proteína sintetizada ao 
nível da sua estrutura, polaridade, fosforilação, entre outras funções, ou podem ser 
silenciosos, isto é, sem qualquer efeito na expressão do gene [101]. Outro local onde 
podem ocorrer é em regiões intrónicas, sendo que alguns dos efeitos da sua presença 
podem ser expressão génica alterada se estiverem situados em regiões codificantes de 
miRNAs, ou a sequência proteica modificada se localizados em zonas de splicing. Quando 
localizado na região promotora do gene pode originar alterações na sua expressão, 
podendo conduzir a uma diminuição ou aumento da expressão [102].  
Estudos recentes revelaram que é importante determinar a suscetibilidade individual para 
a ocorrência, progressão do CCU e a resposta à terapia, nomeadamente através do estudo 
de variantes genéticas em genes que controlam o metabolismo carcinogénico, a reparação 
do DNA, a proliferação celular ou a apoptose [80, 86, 103]. Deste modo, têm-se 
desenvolvido investigações que incluem a avaliação da influência de alterações genéticas 
em genes de reparação do DNA na evolução clínica de doentes, após o diagnóstico de 
cancro [97].  
A definição e utilização de perfis genéticos de suscetibilidade poderá permitir melhorar a 
eficácia de diversos fatores, tais como a prevenção de doenças, diagnóstico precoce e 
otimização da estratégia terapêutica, uma vez que os alelos polimórficos comuns e de 
baixa penetrância são associados ao aparecimento de neoplasias tardias, à resposta às 
terapias e à sobrevivência [104]. 
Importa referir que a etnia da população é um fator que deve ser considerado nos estudos 
da relação dos polimorfismos com a incidência e mortalidade do cancro, uma vez que se 
evidencia uma elevada variabilidade interindividual e uma diferente prevalência entre os 
diferentes grupos étnicos. Deste modo, um fator de suscetibilidade numa população poderá 
não representar um fator de risco noutra população [105]. 
 
4.1. Polimorfismo genético no gene RAD52 1476 C/T (rs1051669) 
Atualmente existem vários polimorfismos identificados no gene RAD52, no entanto poucos 
estudos investigaram a associação destes polimorfismos e o risco para cancro, bem como 
a sua influência na resposta ao tratamento oncológico [71]. O polimorfismo RAD52 1476 
C/T (rs1051669) é um dos polimorfismos mais estudado, apesar de ainda pouco descrito 
e consiste na substituição de uma citosina (C) por uma timina (T) na posição 1476 da região 
3’-UTR, sendo que devido à sua localização poderá estar num local de ligação de um 
miRNA interrompendo a interação de miRNA e mRNA e, como consequência, afetar a 
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expressão de miRNA de genes alvo (Figura 12) [62]. Em termos funcionais este 
polimorfismo ainda não se encontra totalmente elucidado, até ao momento, apenas sabe-
se que a variante alélica T parece estar associada com uma diminuição da expressão da 
proteína RAD52 e, consequentemente, uma menor capacidade de reparação do DNA [62]. 
Além disso, em células humanas deficientes nos genes RAD52, PALB2 ou BRCA2, a 
depleção do RAD52 parece diminuir a sobrevivência clonogénica através do aumento de 
danos induzidos nas anormalidades cromossómicas e da redução da taxa de RH [60, 65]. 
Relativamente às frequências alélicas, a nível mundial o alelo T apresenta uma frequência 
de 25%, ao passo que o alelo C de 75%. A nível europeu a frequência alélica do alelo T e 
C é de 26% e 74%, respetivamente [106].  
 
 
Figura 12 - Estrutura do gene RAD52 e área de cobertura do SNP rs1051669 (adaptado de [63]) 
 
Até ao momento, os resultados sobre a influência deste polimorfismo na suscetibilidade 
para desenvolver cancro e na resposta à terapia ainda são escassos. Contudo, alguns 
estudos em diversas neoplasias como no carcinoma hepatocelular, no Lupus eritematoso 
sistémico, no glioma e no cancro do pulmão de pequenas células não demonstraram 
nenhuma correlação estatisticamente significativa entre este polimorfismos e o risco de 
desenvolver cancro, ou seja, este polimorfismo não foi considerado um fator de 
suscetibilidade para cancro [63, 70, 71, 107]. Todavia numa investigação sobre cancro 
pancreático apesar de a correlação ser estatisticamente significativa, não consideraram ser 
um gene com uma função essencial para a via HR [108].  
Relativamente à influência deste polimorfismo na resposta ao tratamento, Shi e 
colaboradores verificaram que doentes com CCU, portadoras do alelo T apresentavam 
uma diminuição da expressão da proteína RAD52 que se traduzia numa fraca resposta à 
terapia com carboplatina [62].  
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4.2. Polimorfismo genético no gene TP53 Arg72Pro (rs1042522) 
Existem vários polimorfismos descritos no gene TP53, sendo que o mais estudado consiste 
na substituição de uma guanina (G) por uma citosina (C), no codão 72 do exão 4, 
traduzindo-se na alteração de um aminoácido de arginina (Arg) por prolina (Pro) e 
denominado por TP53 Arg72Pro (rs1042522) [94, 109, 110]. Importa referir que devido à 
localização deste SNP numa região rica em prolina poderá existir interferência com a 
estabilidade da proteína [89, 111].  
As duas variantes alélicas (Arg e Pro) apresentam estruturas e funções diferentes que se 
traduzem em distintas suscetibilidades para o desenvolvimento de cancro, uma vez que 
possuem capacidades diferentes de indução da transcrição do gene, da interação com o 
gene TP73 e de suscetibilidade para a degradação pela proteína HPV E6 [80, 92, 112]. 
Quer em estudos in vivo como in vitro, o alelo Arg apresenta uma função apoptótica maior 
que o alelo Pro. No estudo de Bergamaschi e colegas é referido que este polimorfismo 
pode influenciar a resposta individual à terapia [113].   
As frequências alélicas a nível mundial são de 46% para o alelo Arg e 56% para o alelo 
Pro, a nível europeu o alelo Arg e o alelo Pro têm uma frequência de 29% e 71%, 
respetivamente [114].   
O papel do polimorfismo TP53 Arg72Pro permanece controverso [94]. Neste sentido, esta 
alteração genética tem sido alvo de diversos estudos quanto ao risco para o 
desenvolvimento de cancro e como fator de prognóstico para diversas neoplasias [84, 89]. 
Relativamente à suscetibilidade para o desenvolvimento tumoral, a variante alélica Arg foi 
considerada como fator de risco para o carcinoma espinocelular do colo do útero associado 
ao HPV, ao passo que a variante homozigótica Pro foi associada com um risco aumentado 
para cancro do pulmão, fígado e nasofaringe [82, 109].  
Quanto ao prognóstico, apenas existe dois estudos em CCU, sendo que em nenhum deles 
existe associação estatisticamente significativa entre a sobrevivência e os genótipos deste 
polimorfismo [115, 116]. Em outros modelos tumorais, como cancro pancreático, testicular 
e prostático também não se constatou nenhuma relação entre este polimorfismo e a 
evolução clínica dos doentes [117, 118]. Além disso, a variante homozigótica Pro foi 
relacionada com uma menor sensibilidade à QT em cancro da mama e cabeça e pescoço, 
assim como, com uma menor sobrevivência em cancro da mama, pulmão e colorretal [119-
123]. Em outros estudos foi observado que o genótipo Arg demonstra estar associado a 
uma maior taxa de resposta e sobrevivência após QTRT para cancro de cabeça e pescoço 
avançado, da mama e pulmão [81, 120, 121]. Contudo, em pelo menos um estudo de 
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cancro de cabeça e pescoço foi demonstrado que a presença de um alelo mutado da 
variante Arg possa estar relacionado com uma sensibilidade reduzida para a terapia do 
cancro. Além disso, a retenção do alelo Arg em mulheres com cancro da mama 
heterozigóticas parece estar associada a uma sobrevivência global e uma progressão livre 
de doença reduzidas [124]. Neste sentido, Sullivan e os seus colaboradores constataram 
que os fármacos exercem o seu efeito citotóxico de forma diferente, de acordo com as duas 
variantes mutantes do codão 72 do gene TP53, constatando-se assim uma resistência 
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1. Objetivo geral 
Compreender a relevância dos polimorfismos genéticos 1476 C/T do gene RAD52 
(rs1051669) e Arg72Pro do gene TP53 (rs1042522) na evolução clínica de doentes com 
cancro do colo do útero (CCU) tratadas com radioterapia e quimioterapia concomitante. 
 
2. Objetivos Específicos 
 Determinar a distribuição alélica e genotípica dos polimorfismos genéticos nos 
genes RAD52 (rs1051669) e TP53 (rs1042522), num grupo de mulheres 
caucasianas com diagnóstico de CCU, da região norte de Portugal; 
 Avaliar a existência de associação entre as variantes genéticas dos genes RAD52 
e TP53 e a resposta à quimiorradioterpia com cisplatina das doentes com CCU; 
 Determinar a influência dos polimorfismos estudados na sobrevivência global e 
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1. Caraterização da população  
Neste trabalho experimental, foi realizado um estudo de base hospitalar do tipo cohort 
retrospetivo, incluindo 260 doentes caucasianas com diagnóstico histopatológico de CCU. 
Estas doentes são residentes na região Norte de Portugal e foram admitidas e tratadas no 
Instituto Português de Oncologia do Porto Francisco Gentil, E.P.E. entre Fevereiro de 2002 
e Outubro de 2009 com quimioterapia baseada em cisplatina e radioterapia 
concomitante. O protocolo de QTRT consistiu na administração semanal de 40mg/m2 de 
cisplatina durante a RT. 
As doentes participantes neste estudo foram selecionadas de forma consecutiva segundo 
os seguintes critérios de inclusão: mulheres com diagnóstico citológico e histológico de 
CCU, idade maior ou igual a 18anos, estadios IB2-IVA e submetidas QTRT concomitante. 
Quanto aos critérios de exclusão, estes incluem doentes com cirurgia prévia ao tratamento, 
ausência do consentimento informado e incumprimento de algum dos critérios de inclusão. 
Todas as amostras biológicas utilizadas foram obtidas com o conhecimento e 
consentimento prévios das doentes, após validação do seu Consentimento Informado, de 
acordo com a declaração de Helsínquia e após aprovação do estudo pela comissão de 
ética da instituição (CES.287/014).  
As características clínico-patológicas das doentes encontram-se descritas na tabela 1. De 
um modo geral, a mediana da idade é de 48 anos, sendo o carcinoma de células 
escamosas, o tipo histológico mais comum, o estadio IIB mais frequente e a mediana do 
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Tabela 1 - Caraterização da amostra 
Caraterísticas 




     Mediana, 48.00 
     Média ± SD, 49.00 ± 11.50 
260 100 
Estadio Tumoral 
     IB2 
     IIA2 
     IIB 
     IIIA 
     IIIB 
















     Carcinoma de células escamosas 
     Adenocarcinoma 
     Carcinoma Adenoescamoso 












     Presente 







Número de ciclos de Quimioterapia 
     Mediana, 6 (range 1 – 6) 
260 100 
Dose total de Radioterapia (Gy) 
     Mediana, 80 (range 45-88) 
260 100 
Tempo de Follow up (meses) 
     Mediana, 63.5 (range 3 – 115) 
260 100 
Hábitos tabágicos 
     Fumadores 
     Não Fumadores 









Resposta à terapia 
     Completa 
     Parcial 
     Persistente/Estável 












     Sim 








2. Extração do DNA genómico 
A cada doente envolvida neste estudo foram recolhidos cerca de 8 ml de sangue periférico 
total, através de um técnica padronizada de colheita intravenosa, para tubos com EDTA. A 
partir das células nucleadas do sangue periférico, foi isolado o DNA genómico através de 
um Kit comercial de extração da FavorGen®, FavorPrepTM Genomic DNA Mini Kit (FABGK® 
300), de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante [125]. 
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O procedimento experimental para a extração do DNA consistiu essencialmente em seis 
etapas distintas (Figura 13).  
 
Figura 13 - Resumo do procedimento de extração do DNA pelo FavorPrepTM Genomic DNA Mini Kit 
(adaptado de [125] ) 
A extração do DNA iniciou-se com a preparação da amostra (etapa 1), a qual consistiu na 
colocação de 200μL de sangue num eppendorf de 1.5ml, com posterior adição de 30μl de 
proteinase K (10mg/ml) e incubação de 15 minutos a 60ºC. De seguida, na etapa de lise 
celular (etapa 2), adicionou-se 200μl de buffer FABG e misturou-se utilizando o vórtex, e 
incubou-se a 70ºC por 15 minutos, de forma a ocorrer a lise da amostra. Depois pré 
aqueceu-se a 70ºC, o buffer de eluição necessário para a eluição do DNA (etapa 5). Na 
etapa de ligação (etapa 3) adicionou-se 200μl de etanol (96~100%) à amostra e agitou-se 
no vórtex durante 10 segundos, posteriormente colocou-se uma coluna FABG num tubo de 
recolha de 2ml e transferiu-se a mistura da amostra de forma cuidadosa para a coluna 
FABG. Depois centrifugou-se durante 5 minutos à velocidade máxima (14,000rpm ou 
10,000g) e descartou-se o tubo de recolha de 2ml, colocando-se novamente a coluna 
FABG num novo tubo de recolha. Relativamente à etapa 4, esta consistiu na lavagem que 
se iniciou pela adição de 400μl de buffer W1 e de seguida centrifugou-se durante 30 
segundos à velocidade máxima, descartou-se no final o produto que foi filtrado para o tubo 
de recolha e colocou-se novamente a coluna FABG no tubo. A seguir, realizou-se outra 
lavagem através da adição de 600μl de buffer de lavagem (com o etanol adicionado), 
tendo-se posteriormente centrifugado durante 30 segundos à velocidade máxima e no final 
descartado o produto que foi filtrado para o tubo de recolha. Depois a coluna FABG foi 
colocada novamente no tubo, centrifugou-se por 3 minutos à velocidade máxima para 
ocorrer a sua secagem. Por último na etapa 5 ou eluição, colocou-se a coluna FABG seca 
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num eppendorf de 1.5ml e de seguida adicionou-se 100μl do buffer de eluição pré-aquecido 
no centro da membrana da coluna FABG, após isto centrifugou-se por 30 segundos à 
velocidade máxima. Por último, guardou-se o eppendorf com o DNA isolado a -20ºC.  
 
3. Genotipagem dos polimorfismos RAD52 1476 C/T (rs1051669) e TP53 
Arg72Pro (rs1042522) 
A seleção dos polimorfismos foi baseada segundo alguns critérios, nomeadamente, em 
evidências científicas de estudos prévios, em bases de dados públicas que fornecem 
informações sobre os riscos fenotípicos, no seu efeito biológico e, no facto, do alelo menos 
frequente ter uma frequência de pelo menos 10% a 20%. 
Ambos os polimorfismos foram estudados por discriminação alélica, através de tecnologia 
TaqMan® (Applied Biosystems), utilizando a técnica de RT-PCR (Real-Time Polymerase 
Chain Reaction). Esta técnica possibilita a deteção e quantificação dos produtos de PCR 
em tempo real, isto é, à medida que ocorre a amplificação do DNA. Outras vantagens desta 
técnica é a redução da probabilidade de contaminação, da mistura de reagentes ou da 
perda de amostra. A discriminação alélica é realizada por emissão de fluorescência, uma 
vez que utiliza duas sondas oligonucleotídicas de ligação ao DNA (VIC®; FAMTM) que 
contêm um fluoróforo na extremidade 5’ de cada uma, bem como a uma molécula minor 
groove binder (MGB) na extremidade 3’, que tem como função estabilizar as sondas na 
cadeia de DNA complementar. O fluoróforo repórter emite uma energia específica do alelo 
em estudo sob a forma de fluorescência que é absorvida pelo quencher que não é detetada, 
até ao momento da ligação da sonda ao DNA que possibilita a separação dos fluoróforos 
e, consequente identificação na fase exponencial da reação. Denote-se que durante o 
processo de amplificação a exonuclease 5’–3’ da Taq® DNA Polimerase degrada a sonda, 
desligando o quencher da molécula fluorescente durante a extensão, dando-se por 
conseguinte um aumento da intensidade da fluorescência. Importa ainda referir que a 
discriminação alélica ocorre por emparelhamento seletivo de uma das sondas ou ambas 
perante heterozigotia, usando a sequência complementar entre os primers forward e 
reverse. 
No polimorfismo RAD52 (rs1051669), o assay utilizado foi o C___1244619_10, que contém 
sondas marcadas com fluorocromos específicos para cada alelo, nomeadamente a sonda 
VIC é para o alelo C e a sonda FAM para o alelo T (TTAGAGTAAAACTGGCAAAAGTTCA 
[C/T] GGCCAGTTTAGTTAATGGAATCAAG).  
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Relativamente ao polimorfismo do gene TP53 (rs1042522), o assay utilizado foi o 
C___2403545_10, onde a sonda VIC está marcada com fluorocromo para o alelo C e a 
sonda FAM para o alelo G (AGGAGCTGCTGGTGCAGGGGCCACG [C/G] 
GGGGAGCAGCCTCTGGCATTCTGGG). É de realçar que o assay deteta o polimorfismo 
na cadeia reverse, deste modo em vez da discriminação alélica detetar de G/C será de 
C/G. 
O volume final da reação de amplificação por RT-PCR, em ambos os polimorfismos, foi de 
6μl por cada caso. Este volume era constituído por 2.5μl de 2x Taqman® Universal Master 
Mix, 0.125μl de 40x Single Nucleotide Polymorphism Genotyping Assay, 2.375μl de água 
bidestilada estéril (Braun®) e 1μl de DNA (~90 ng). 
A reação de amplificação realizou-se através da ativação da Taq® DNA Polimerase a 95ºC 
durante 10 minutos, seguindo-se 45 ciclos de 92ºC por 15 segundos para desnaturação 
das cadeias de DNA e de 60ºC durante 1 minuto para emparelhamento dos primers e 
extensão.  
O equipamento Real-Time 7300 ABI e o software 7300 System Sequence Detection 
(versão 1.2.3. Applied Biosystems) foram utilizados na deteção e análise da reação de 
amplificação. Denote-se que os resultados de discriminação genotípica (Figura 14 e 15) 
foram analisados e confirmados por dois investigadores independentes, e como controlo 
de qualidade da genotipagem foram seguidos alguns critérios, tais como a utilização de 
controlos negativos em cada reação para confirmar a ausência de contaminação, a 
repetição da genotipagem de forma aleatória em 10% das amostras, com reprodutibilidade 
total e a realização da genotipagem sem conhecimento prévio das caraterísticas clínicas 
das doentes. 
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Figura 14 - Representação de um Real-Time PCR relativo ao SNP RAD52 1476 C/T (Azul: genótipo TT; 
Vermelho: genótipo CC; Verde: genótipo CT; Cinzénto: controlos negativos) 
 
 
Figura 15 - Representação das curvas de fluorescência correspondentes a cada genótipo para o polimorfismo 
RAD52 1476 C/T (A- genótipo CC; B – genótipo CT e C – genótipo TT) 
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4. Avaliação da resposta à QTRT 
A resposta à QTRT foi avaliada segundo os critérios de RECIST. A resposta completa (CR) 
indica o desaparecimento da doença, a resposta parcial (PR) designa que pelo menos 50% 
de redução na carga de tumor, a doença estável (SD) significa que a lesão apresenta 
progressão menor ou igual a 25% ou uma diminuição menor que 50%, e a progressão de 
doença (PD) indica um alargamento da lesão superior a 25%, ou o aparecimento de uma 
nova lesão. As doentes com CR e PR foram classificadas como tendo uma boa resposta 
ao tratamento e as doentes com SD e PD como uma fraca resposta. 
 
5. Análise Estatística  
O software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) (versão 22.0, [126]) foi utilizado 
para a análise estatística dos resultados. A análise pelo teste Qui-Quadrado (𝜒2) foi 
utilizada para a comparação das diferentes variáveis categóricas. O valor de p foi obtido 
pelo teste de Qui-quadrado e considerado estatisticamente significativo quando inferior a 
0.05.  
O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi calculado recorrendo ao teste qui-quadrado (𝜒2) ou 
goodness of fit de Pearson, para comparar as frequências genotípicas observadas e as 
esperadas. As diferenças das frequências dos genótipos dos polimorfismos e os grupos de 
resposta à QTRT foram avaliados pelo teste 𝜒2.  
A sobrevivência global (OS) foi definida como o intervalo de tempo em meses entre o 
diagnóstico e a morte ou última avaliação clínica da doente e a sobrevivência global aos 5 
anos como a percentagem de doentes vivos após cinco anos do diagnóstico. A 
sobrevivência livre de doença (DFS) foi definida como o período de tempo em meses 
decorrido entre a data de diagnóstico e o momento de recorrência da doença. Doentes sem 
progressão, perdidas ao longo do follow up ou que morreram por outras causas foram 
censurados na última data de registo. 
Na avaliação da OS e DFS foi utilizado o método de Kaplan-Meier e respetivo teste de Log 
Rank que permitiram calcular as curvas de probabilidade cumulativas de sobrevivência 
(sobrevivência global) e do intervalo livre de progressão após tratamento QTRT.  
O cálculo do hazard ratio (HR) e do intervalo de confiança a 95% (95% CI) foi realizado por 
análise multivariável pelo método de regressão de COX para a associação entre os 
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genótipos e o risco de morte das doentes com CCU. Esta análise permitiu ajustar para 
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1. Distribuição das frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos 
RAD52 1476 C/T (rs1051669) e TP53 Arg72Pro (rs1042522) 
A distribuição genotípica do polimorfismo RAD52 1476 C/T nos 249 indivíduos estudados 
foi de 45.8% para os portadores do genótipo CC, 46.6% do genótipo CT e 7.6% do genótipo 
TT (Tabela 2). Relativamente às frequências alélicas, para o alelo C foi de 69.08% e para 
o alelo T de 30.92%. Quanto ao polimorfismo TP53 Arg72Pro, para as 249 doentes 
analisadas, as frequências observadas dos genótipos Arg/Arg, Arg/Pro Pro/Pro e foram 
10.4%, 33.3% e 56.2%, respetivamente (Tabela 2). As frequências alélicas para o alelo Arg 
foi de 27.11% e para o alelo Pro de 72.89%. 
 
Tabela 2 - Frequências genotípicas dos polimorfismos RAD52 1476 C/T (rs1051669) e TP53 Arg72Pro 
(rs1042522) na população estudada 
 Genótipos Frequência (%) 
Polimorfismo RAD52 1476 
C/T 
N = 249 
CC 114 (45.8) 
CT 116 (46.6) 
TT 19 (7.6) 
Polimorfismo TP53 
Arg72Pro 
N = 249 
Arg/Arg 26 (10.4) 
Arg/Pro 83 (33.3) 
Pro/Pro 140 (56.2) 
 
A análise do Equilíbrio de Hardy-Weinberg na população em estudo permitiu observar que 
as frequências genotípicas observadas foram similares às esperadas para o polimorfismo 
RAD52 1476 C/T (p=0.153), e diferentes para o polimorfismo TP53 Arg72Pro (p=0.014).  
 
2. Influência dos polimorfismos RAD52 1476 C/T e TP53 Arg72Pro na 
resposta à QTRT 
Relativamente à resposta ao tratamento, no total de 260 doentes analisadas, 197 
apresentaram resposta completa (CR), 45 resposta parcial (PR), 12 doença estável/ 
persistência (SD) e 6 doença progressiva (PD). Desta forma, a taxa de boa resposta (CR 
+ PR) foi de 93.08% e a de fraca resposta (SD + PD) de 6.92%.  
A taxa de boa resposta entre as mulheres com CCU portadoras dos três genótipos CC, CT 
e TT do polimorfismo RAD52 1476 C/T foi de 45.3%, 46.6% e 8.2%, respetivamente. Ao 
passo que para a taxa de fraca resposta foi de 52.9%, 47.1% e 0.0% respetivamente para 
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os genótipos CC, CT e TT. No entanto, não se verificou diferenças estatisticamente 
significativas entre os diferentes genótipos e as taxas de resposta ao tratamento (p=0.450). 
No polimorfismo TP53 Arg72Pro a taxa de boa resposta para as portadoras dos genótipos 
Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro foi de 10.7%, 33.9% e 55.4%, respetivamente. Quanto à taxa 
de fraca resposta, esta foi de 6.3%, 25.0% e 68.8% para as portadoras dos genótipos 
Arg/Arg, Arg/Pro e Pro/Pro, respetivamente. Também para este polimorfismo não se 
observou diferenças estatisticamente significativas entre os diferentes genótipos e as taxas 
de resposta à terapia (p=0.571) (Tabela 3). 
  
Tabela 3- A associação entre os polimorfismos RAD52 1476 C/T e TP53 Arg72Pro e a resposta ao 








Valor p  
RAD52 1476 C/T     
CC 114 105 (92.1) 9 (7.9) 
0.450 CT 116 108 (93.1) 8 (6.9) 
TT 19 19 (100.0) 0 (0.0) 
TP53 Arg72Pro      
Arg/Arg 26 25 (96.2) 1 (3.8) 
0.571 Arg/Pro 83 79 (95.2) 4 (4.8) 
Pro/Pro 140 129 (92.1) 11 (7.9) 
 
 
3. Associação entre sobrevivência global e os polimorfismos RAD52 
1476 C/T e TP53 Arg72Pro 
A análise da taxa de sobrevivência global (OS) foi realizada através do método Kaplan-
Meier e do teste de Log Rank (Mantel-Cox), de forma a comparar as curvas de 
sobrevivência das doentes tendo em conta alguns fatores de prognóstico e os diferentes 
genótipos dos polimorfismos estudados. Neste sentido, a sobrevivência global apenas se 
manifestou estatisticamente diferente de acordo com o estadio (p=0.008) e a recidiva 
(p<0,001), sendo portanto considerados fatores de prognóstico independentes da 
sobrevivência global de doentes com CCU tratadas com QTRT. Quanto a outros fatores de 
prognóstico, como por exemplo, a mediana da idade (p=0.630) e a histologia (p=0.758) não 
se verificou que estes fatores possam influenciar a sobrevivência das doentes com esta 
neoplasia. 
Influência de variantes genéticas nos genes RAD52 e TP53 no tratamento de doentes com 





Num contexto geral, para o polimorfismo RAD52 1476 C/T não foi encontrada significância 
estatística entre os diferentes genótipos e o tempo de sobrevivência das doentes (p=0.921) 
(Figura 16), nem mesmo utilizando o modelo dominante (portadores do alelo C vs 
Homozigóticos TT; p=0.983) (Figura 17). 
 
 
Figura 16 - Curvas de sobrevivência global obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log Rank 




Figura 17 - Curvas de sobrevivência global obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log Rank 
em doentes com cancro do colo do útero, tendo em conta o modelo dominante do polimorfismo RAD52 1476 
C/T 
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Na análise multivariável da OS aos 5 anos através do modelo de regressão de Cox, não 
se observou diferenças estatisticamente significativas quando comparados os genótipos 
agrupados pelo modelo dominante, com as covariáveis mediana da idade, estadio, hábitos 
tabágicos e histologia [Hazard Ratio (HR) = 1.606; Intervalo de Confiança (IC a 95%) = 
0.562–4.587; p=0.376] (Tabela 4). 
 
Tabela 4 – Análise multivariável da sobrevivência global aos 5 anos através do modelo de regressão de Cox 
de acordo com o modelo dominante do polimorfismo 1476 C/T do gene RAD52 
Variável 
Sobrevivência global (OS) aos 5 anos 
HR IC a 95% Valor de p 
Mediana da idade 
(≥48 anos /<48anos) 
1.373 0.728 – 2.588 0.327 
Estadio 
(<IIB / ≥ IIB) 
3.111 0.744 – 13.008 0.120 
Hábitos tabágicos 
(não fumadores / fumadores e ex-
fumadores) 
0.932 0.812 – 1.070 0.315 
Histologia  
(carcinoma adenoescamoso e carcinoma 
de pequenas celulas / adenocarcinoma e 
carcinoma de células escamosas) 
0.563 0.075 – 4.227 0.576 
Genótipos RAD52 1476 C/T 
(CC e CT /TT) 
1.606 0.562 – 4,587 0.376 
 
Para o polimorfismo TP53 Arg72Pro, verificou-se que a sobrevivência global difere entre 
os diferentes genótipos, contudo esta diferença encontra-se no limiar da significância 
(p=0.058) (Figura 18). Adicionalmente observou-se que existe uma diferença 
estatisticamente significativa na sobrevivência global entre as doentes com genótipo 
Arg/Pro e as portadoras dos genótipos Arg/Arg e Pro/Pro, uma vez que as doentes 
heterozigóticas apresentam uma sobrevivência global média superior às doentes 
portadoras dos genótipos homozigóticos (126 meses vs. 111 meses, respetivamente; 
p=0.047) (Figura 19).  
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Figura 18 - Curvas de sobrevivência global obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log Rank 




Figura 19 - Curvas de sobrevivência global obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log Rank 
em doentes com cancro do colo do útero, tendo em conta os genótipos homozigóticos vs. heterozigóticos do 
polimorfismo Arg72Pro no gene TP53  
 
Quando observados os resultados segundo a história tabágica, constatou-se que o tempo 
de sobrevivência global difere entre os indivíduos não fumadores portadores dos genótipos 
homozigóticos Arg/Arg e Pro/Pro em comparação com os portadores heterozigóticos 
Arg/Pro, porém estes resultados encontram-se no limiar da significância estatística 
(p=0.052) (Figura 20). No grupo de fumadores e ex-fumadores não foram encontradas 
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diferenças estaticamente significativas entre as frequências genotípicas e a sobrevivência 
global (p=0.194) (Figura 21). 
 
Figura 20 - Curvas de sobrevivência global obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log Rank 
em doentes com cancro do colo do útero do grupo de não fumadores, tendo em conta os genótipos 
homozigóticos Arg/Arg e Pro/Pro vs. heterozigóticos Arg/Pro 
 
 
Figura 21 - Curvas de sobrevivência global obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log Rank 
em doentes com cancro do colo do útero do grupo de fumadores/ex-fumadores, tendo em conta os genótipos 
homozigóticos Arg/Arg e Pro/Pro vs. heterozigóticos Arg/Pro 
 
Relativamente à análise multivariável da OS aos 5 anos através do modelo de regressão 
de Cox, ajustada às covariáveis mediana da idade, estadio, hábitos tabágicos e histologia, 
constatou-se que não existe diferenças estatisticamente significativas entre as doentes 
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com os genótipos heterozigóticos e homozigóticos [Hazard Ratio (HR) = 2.001; Intervalo 
de Confiança (IC a 95%) = 0.917–4.368; p=0.082] (Tabela 5).   
 
Tabela 5 – Análise multivariável da sobrevivência global aos 5 anos através do modelo de regressão de Cox, 
de acordo com os genótipos heterozigóticos vs homozigóticos do polimorfismo Arg72Pro do gene TP53 
Variável 
Sobrevivência global (OS) aos 5 anos 
HR IC a 95% Valor de p 
Mediana da idade 
(≥48 anos /<48anos) 
1.319 0.693 – 2.511 0.400 
Estadio 
(<IIB / ≥ IIB) 
3.212 0.767 – 13.445 0.110 
Hábitos tabágicos 
(não fumadores / fumadores e ex-
fumadores) 
0.938 0.817 – 1.077 0.364 
Histologia  
(carcinoma adenoescamoso e carcinoma 
de pequenas celulas / adenocarcinoma e 
carcinoma de células escamosas) 
0.680 0.092 – 5.001 0.705 
Genótipos TP53 Arg72Pro 
(heterozigóticos /homozigóticos) 
2.001 0.917 – 4.368 0.082 
 
 
4. Associação entre sobrevivência livre de doença (DFS) e os 
polimorfismos RAD52 1476 C/T e TP53 Arg72Pro 
A análise da taxa de sobrevivência livre de doença (DFS) realizou-se pelo método Kaplan-
Meier e pelo teste de Log Rank (Mantel-Cox), de forma a comparar as curvas de 
sobrevivência livre de doença das doentes com os diferentes genótipos dos polimorfismos.  
No polimorfismo RAD52 1476 C/T não foi encontrada significância estatística entre os 
diferentes genótipos e o tempo de sobrevivência livre de doença das doentes (p=0.605) 
(Figura 22), nem mesmo utilizando o modelo dominante (portadores do alelo C vs 
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Figura 22 - Curvas de sobrevivência livre de doença obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log 
Rank em doentes com cancro do colo do útero, tendo em conta os genótipos do polimorfismo 1476 C/T no 




Figura 23 - Curvas de sobrevivência livre de doença obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log 
Rank em doentes com cancro do colo do útero, tendo em conta o modelo dominante (portadores do alelo T 
vs. homozigóticos CC) do polimorfismo 1476 C/T no gene RAD52  
 
No que concerne ao polimorfismo TP53 Arg72Pro, também não se observaram diferenças 
estatisticamente significativas quanto ao tempo de DFS, tendo em conta os diferentes 
genótipos (p=0.205) (Figura 24), mesmo quando comparando as doentes com genótipo 
heterozigótico versus as doentes com genótipos homozigóticos (p=0.081) (Figura 25). 
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Figura 24 - Curvas de sobrevivência livre de doença obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log 




Figura 25 - Curvas de sobrevivência livre de doença obtidas pelo método de Kaplan-Meier e pelo teste de Log 
Rank em doentes com cancro do colo do útero, tendo em conta os genótipos heterozigótico vs. 





Capítulo V -  Discussão  
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A resposta celular aos danos no DNA (DDR) é um evento celular essencial, uma vez que 
a sua ativação tem como finalidade a paragem do ciclo celular e a reparação do DNA, 
sendo que uma ineficiente reparação pode traduzir-se na senescência ou apoptose celular 
[53, 127]. Assumindo que as células respondem aos danos no DNA de forma diferente 
tendo em conta se são ou não tumorais, a compreensão desta resposta diferenciada 
permitirá a conceção de novas estratégias terapêuticas para atingir seletivamente as 
células tumorais [57]. Neste sentido, as terapias antitumorais baseadas no fenótipo 
molecular do cancro permitirão o aumento da eficácia do tratamento e a diminuição da 
toxicidade sistémica, uma vez que se evitará a utilização de fármacos aos quais o tumor 
poderá ser resistente [52]. Uma possível aplicabilidade deste conceito para aumentar a 
eficácia da QT ou RT seria a alteração das vias de DDR por pequenas moléculas inibidoras, 
tornando desta forma as células tumorais mais sensíveis [52]. 
A resistência à radiação ou aos agentes que danificam o DNA parece ser um processo 
multifatorial e é considerado um dos principais obstáculos à eficácia da terapia, uma vez 
que as células tumorais podem reparar de forma eficiente os danos induzidos no DNA, bem 
como apresentar alterações nas vias de morte celular, via apoptose [128]. No CCU a 
eficácia da QTRT pode ser aumentada através da inativação das moléculas envolvidas na 
reparação do DNA. Além disso, outro fator que poderá interferir na reparação do DNA 
encontra-se relacionado com a ativação dos oncogenes do HPV, que regulam de uma 
forma negativa este mecanismo de resposta aos danos. Deste modo, as células do CCU 
poderão ser mais dependentes da sua restante capacidade de reparação do DNA do que 
as outras células [129]. 
Na determinação da suscetibilidade para a progressão da doença e do seu prognóstico, os 
fatores genéticos do hospedeiro são considerados importantes [130]. Assim, a definição de 
um perfil genético baseado na identificação de polimorfismos genéticos em genes 
envolvidos na reparação do DNA, poderá ser uma estratégia útil para avaliar a resposta 
farmacogenómica dos doentes com cancro e individualizar o tratamento. Sendo possível 
desta forma estratificar precocemente os doentes mais propensos a responder a um 
determinado tratamento, reduzir a toxicidade e os elevados custos inerentes às terapias. 
Neste sentido, estas alterações genéticas têm vindo a ser alvo de estudo crescente, uma 
vez que podem afetar a função destes genes e, consequentemente a capacidade de 
reparação das células e a sensibilidade à terapia. Tal acontece, devido ao facto dos 
polimorfismos poderem afetar os locais de ligação das proteínas, bem como a sua 
afinidade e estrutura, levando à perda/ganho das suas funções [62].  
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Neste âmbito, a reparação por recombinação homóloga (RH) é um dos principais 
mecanismos da DDR nas células eucarióticas que garante a sinalização adequada dos 
danos no DNA e uma segregação cromossómica precisa durante a mitose. Contudo uma 
excessiva reparação dos danos através desta via pode contribuir para a tumorigénese [72]. 
O gene RAD52 participa na manutenção da estabilidade genómica e na prevenção da 
tumorigénese, neste sentido desempenha uma dupla função, isto é, atua como um 
mediador da HR mediada pelo RAD51 e como uma proteína de emparelhamento [131]. A 
variante 1476 C/T do gene RAD52 (rs1051669) em termos de risco para o desenvolvimento 
do cancro parece não estar associada com o carcinoma hepatocelular relacionado com o 
HBV, o glioma, o cancro do pulmão de pequenas células e o cancro pancreático [70, 71, 
107, 108]. Relativamente à resposta ao tratamento, apenas um estudo foi realizado, o qual 
identificou esta variante como um potencial fator preditivo do prognóstico de doentes com 
CCU [62]. 
Na presença de uma reparação ineficiente dos danos no DNA, a célula pode sofrer um 
processo de senescência ou apoptose. A ativação de vias apoptóticas após danos no DNA 
geralmente acontece através do gene TP53, sendo que defeitos nesta via de resposta 
celular estão associados com a tumorigénese [127]. Este tipo de morte celular é ainda o 
mecanismo essencial através do qual os agentes antitumorais originam a toxicidade [132]. 
Nos cancros esporádicos, o gene TP53 é o mais frequentemente mutado, sendo que a 
frequência varia entre os diferentes tipos de cancro, onde se estima que mais de metade 
destas neoplasias apresentem inativação deste gene devido a mutações, deleções, perda 
de heterozigotia do gene ou diminuição da sua expressão [54]. Esta inativação apresenta-
se como um importante mecanismo de resistência à terapia e sobrevivência celular, tendo-
se já observado em várias linhas celulares tumorais que as linhas celulares com o TP53 
mutado eram mais resistentes à cisplatina do que as linhas celulares com o TP53 wildtype 
[91, 128]. Salienta-se ainda que apesar da mutação poder existir em apenas um alelo, se 
a molécula mutante do TP53 evidenciar uma caraterística negativa dominante, a sua 
presença no complexo tetramérico ativo é suficiente não só para a inibição da função do 
TP53, assim como para a promoção do ganho de função [91]. Estas novas funções 
oncogénicas são independentes do TP53 wildtype, e incluem a promoção da proliferação 
das células tumorais, evasão da apoptose, angiogénese, metastização e alterações 
metabólicas [93]. Neste sentido, abordagens terapêuticas que tenham o TP53 mutante 
como alvo devem considerar o estado do TP53 como um critério importante, uma vez que 
cancros com TP53 mutante têm-se revelado particularmente resistentes ao tratamento 
[133, 134].  
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Adicionalmente, outras alterações genéticas, como os polimorfismos genéticos parecem 
também influenciar as funções do gene TP53 e, consequentemente a eficácia da terapia. 
O SNP mais estudado no gene TP53 é o Arg72Pro (rs1042522), estando a variante alélica 
Pro wildtype associada à ativação da transcrição de genes alvos dependentes do TP53 e 
uma reparação mais eficiente do DNA, em comparação com a variante alélica Arg. Neste 
sentido, células portadoras da variante Pro conseguem reparar de forma mais eficiente os 
danos do DNA do que as células que expressam a variante Arg [111]. No que concerne à 
associação entre este polimorfismo e o risco de cancro, bem como a resposta ao 
tratamento, os resultados obtidos nos diversos estudos são ainda controversos [80, 82, 83, 
86, 109, 122, 135, 136]. Algumas das razões inumeradas para estes resultados díspares 
são as diferentes atividades biológicas das variantes alélicas Arg e Pro, sendo que o efeito 
biológico deste polimorfismo também pode ser influenciado por outros fatores importantes 
como a heterogeneidade das mutações do TP53, a especificidade do tecido e o 
background genético, ou seja, a variação étnica e geográfica da população em estudo [111, 
137].  
Neste âmbito, o principal objetivo do presente trabalho consistiu na avaliação de uma 
possível associação entre os polimorfismos RAD52 1476 C/T e TP53 Arg72Pro e a 
evolução clínica das doentes com CCU tratadas com QTRT, nomeadamente em relação à 
resposta ao tratamento, sobrevivência global e sobrevivência livre de doença.  
 
No presente estudo, a distribuição das frequências alélicas do polimorfismo 1476 C/T do 
gene RAD52 é semelhante à da Europa e do Mundo, existindo assim uma frequência de 
aproximadamente 70% do alelo C e de 30% do alelo T. Relativamente à influência deste 
polimorfismo na resposta à QTRT em doentes com CCU, não se observou qualquer efeito 
estatisticamente significativo (p=0.450). Quando analisada a sobrevivência global e a 
sobrevivência livre de doença, este polimorfismo parece não ser um fator preditivo do 
prognóstico destas doentes (p=0.921 e p=0.605, respetivamente). Apesar da importância 
do gene RAD52 na via HR, até ao momento, apenas um estudo avaliou a associação deste 
polimorfismo na evolução clínica de doentes com CCU. Neste sentido, em relação à 
resposta à terapia, os resultados obtidos no presente estudo são contraditórios aos 
observados por Shi e seus colaboradores [62], que constataram que as doentes portadoras 
do alelo T apresentavam uma menor expressão da proteína quando comparados com as 
doentes com genótipo CC, conferindo-lhes assim uma fraca resposta ao tratamento com 
carboplatina (p=0.028). Contudo, também não observaram qualquer relação entre este 
polimorfismo ou a expressão da proteína na sobrevivência global, que poderá dever-se ao 
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curto tempo de follow up das doentes estudadas. Em relação à sobrevivência global, 
apesar dos resultados serem concordantes com o nosso estudo, ou seja, não se observar 
associação entre o polimorfismo e este endpoint clínico, os mesmos não são suficientes 
para considerar que este polimorfismo não é um fator preditivo do prognóstico em doentes 
com CCU. As razões para não ser possível a comparação de resultados entre os dois 
estudos prendem-se com o facto do tempo de follow up do estudo de Shi e seus 
colaboradores [62] ser curto, limitação esta que não se aplica no nosso estudo, uma vez 
que as doentes estudadas apresentam uma mediana de tempo de follow up de 63.5 meses. 
Além disso, as populações analisadas diferem relativamente aos estadios e ao tratamento 
submetido, pois no estudo de Shi e seus colaboradores [62] as doentes apresentam 
estadios iniciais e foram tratadas com cirurgia e no nosso estudo têm estadios avançados 
e foram submetidas a QTRT concomitante. Denote-se que o método de avaliação da 
resposta à terapia diferiu entre os dois estudos, sendo que o nosso baseou-se em dados 
in vivo, ao passo que no estudo de Shi e seus colegas [62] ter sido in vitro para os diferentes 
agentes platinos.  
Neste âmbito, dada a escassez de evidências sobre o potencial papel do polimorfismo 
RAD52 1476 C/T na evolução clínica de doentes com cancro, nomeadamente em CCU, no 
futuro serão necessários estudos adicionais para esclarecer o efeito biológico deste 
polimorfismo. 
Relativamente às frequências alélicas do polimorfismo Arg72Pro do gene TP53 na 
população em estudo, estas foram de 27% e 73% para os alelos Arg e Pro, respetivamente, 
sendo idênticas às frequências alélicas europeias. Contudo, quando realizado o equilíbrio 
de Hardy-Weinberg, as frequências genotípicas observadas não são iguais às esperadas 
(p=0.014). Este desequilíbrio pode dever-se a vários fatores da população do estudo, tais 
como ausência de migração e de seleção, acasalamento aleatório e tamanho da população 
[138, 139]. Deste modo, este desequilíbrio pode dever-se ao acaso ou ao incumprimento 
destes pressupostos, sendo que a possibilidade de erros de genotipagem é muito baixa, 
uma vez que 10% da nossa genotipagem repetida de forma aleatória foi concordante e as 
frequências genotípicas obtidas semelhantes com as da população europeia. Denote-se 
ainda que os SNPs sem equilíbrio de Hardy-Weinberg fazem supor que as regiões em 
torno de tais SNPs são altamente polimórficas [140]. 
Na avaliação da resposta à terapia observou-se que este polimorfismo não tem qualquer 
associação com a resposta ao tratamento nas doentes com CCU (p=0.571). Em relação à 
sobrevivência global verificou-se que as doentes portadoras do genótipo heterozigótico 
Arg/Pro apresentam um tempo médio de sobrevivência global maior que as doentes com 
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os genótipos Arg/Arg e Pro/Pro (p=0.047). Este resultado obtido é semelhante à 
investigação realizada por Pina-Sanchez e os seus colaboradores [115] em mulheres 
mexicanas com CCU, uma vez que também observaram uma maior sobrevivência global 
nas mulheres portadoras do genótipo heterozigótico (Arg/Pro) em relação às mulheres 
portadoras dos genótipos homozigóticos (Arg/Arg e Pro/Pro), todavia esta diferença não 
era estatisticamente significativa. Noutro estudo, Liu e seus colegas [129] não encontraram 
associação entre este polimorfismo e a evolução clínica de mulheres chinesas com CCU.  
Em outro tipos de cancro, nomeadamente em doentes com carcinoma do pulmão, os 
portadores do genótipo Arg/Pro apresentaram um melhor prognóstico do que os doentes 
com os outros genótipos, especialmente em doentes com cancro do pulmão de células 
escamosas (p=0.013) e em estadios iniciais de cancro do pulmão (p=0.057) [136]. Por seu 
turno, Buller e os seus colaboradores [141] observaram uma maior frequência dos 
genótipos homozigóticos (Arg/Arg e Pro/Pro) do que do genótipo heterozigótico em 
mulheres com cancro do ovário invasivo, sugerindo uma associação entre a homozigotia e 
a progressão tumoral. No entanto, um outro estudo em cancro da mama refere que a 
retenção do alelo Arg em mulheres com genótipo heterozigótico parecem ter uma 
diminuição da sobrevivência global e da progressão livre de doença [124]. Esta retenção 
do alelo Arg pelos doentes heterozigóticos com cancros epiteliais já foi comprovada em 
diferentes modelos tumorais (cabeça e pescoço, vulva e colorretal) [142-144], sendo que 
este fenómeno representa a perda não aleatória de heterozigotia, que poderá levar a uma 
má classificação do genótipo que afeta apenas os estudos que utilizam tecido tumoral 
como fonte de material de genotipagem, representando um falso efeito protetor do alelo 
Pro [92]. 
Salienta-se que quando existe heterozigotia de um alelo TP53 mutante com um wildtype 
em células tumorais, o alelo mutante pode bloquear a função do alelo wildtype através do 
efeito negativo dominante. As mutações do TP53 são geralmente seguidas pela perda de 
heterozigotia no cancro humano que, consequentemente leva à deleção ou mutação dos 
restantes alelos TP53 wildtype [93]. No entanto, mesmo que as células tenham o TP53 
inativo elas morrem como resultado da QT baseada em platinos e da RT, o que demonstra 
que existe outros mecanismos independentes do TP53 que poderão influenciar a resposta 
ao tratamento [14]. 
Existem quatro possíveis justificações que podem explicar o facto das doentes portadoras 
dos genótipos homozigóticos (Arg/Arg e Pro/Pro) apresentarem menor sobrevivência 
global em comparação com as doentes heterozigóticas: 
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1- Encontra-se estabelecido que doentes com homozigotia do alelo Pro têm uma 
menor sobrevivência em relação aos portadores heterozigóticos, uma vez que este alelo 
está associado a um papel importante na paragem do ciclo celular e a uma maior 
capacidade de reparação do DNA do que o alelo Arg [145]. Deste modo, a variante Pro 
wildtype do gene TP53 está relacionada com uma ativação mais eficaz de vários genes 
envolvidos na reparação do DNA em relação à variante Arg, reparando os danos de forma 
mais eficiente [111]. Por exemplo, em doentes com cancro da mama observou-se que 
portadores do genótipo Pro/Pro apresentavam uma menor sobrevivência em comparação 
com os outros genótipos, tendo sido confirmado através de uma análise multivariável que 
a homozigotia do alelo Pro afirmou-se como um fator independente do prognóstico [122].  
2- Em relação aos doentes homozigóticos para o alelo Arg foi também observada uma 
diminuição do tempo de sobrevivência comparando com a variante heterozigótica. É 
importante referir que a variante Arg foi correlacionada com uma maior afinidade de ligação 
e degradação da proteína TP53 pela oncoproteína E6 do HPV-16/HPV-18 [84, 130, 146]. 
Uma das funções mais bem conhecidas da E6 do HPV é a capacidade de aumentar a 
tolerância da resposta normal aos danos no DNA ou então a regulação independente do 
crescimento celular [13, 147]. Estas ações são promovidas pela degradação da TP53, bem 
como pela inibição do gene e das várias vias de reparação. Além disso, a expressão de E6 
diminui a capacidade de reparação das quebras de cadeias duplas (DSB) [13]. A inativação 
do gene realizada pela E6 parece ser equivalente a qualquer uma das mutações que pode 
afetar as funções normais do gene TP53 [110]. Neste sentido, acredita-se que as doentes 
portadoras do genótipo homozigótico Arg apresentam uma menor capacidade de 
apoptose, quando a função apoptótica do gene TP53 se encontra comprometida pela ação 
da proteína E6, o que poderá explicar a sua menor sobrevivência.  
3- Outra razão para uma baixa sobrevivência das doentes portadoras do genótipo 
homozigótico Arg é o facto de esta variante apresentar uma maior afinidade com o gene 
TP53 mutante criando, assim, mutantes com ganho de função. Além disso esta variante 
parece inibir a atividade pró-apoptótica do gene TP73, que é determinante na resposta 
celular a diversos fármacos antitumorais [111, 113]. Neste sentido, em tumores de cabeça 
e pescoço onde o gene TP53 é frequentemente mutado, os portadores do alelo Arg 
apresentam uma fraca resposta à terapia em comparação com os portadores do alelo Pro. 
Esta fraca resposta traduz-se numa pior evolução clínica [113]. Contudo, o alelo Pro é mais 
frequente com TP53 wildtype e os tumores são menos sensíveis à apoptose [111]. As 
interações do TP53 mutante com complexos multiproteícos envolvidos na recombinação e 
reparação das DSBs de DNA podem contribuir para a desregulação da HR, as 
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translocações intercromossómicas e a aneuploidia, que são observadas em células 
neoplásicas que expressam ganho de função de TP53 mutantes [148]. 
4- Foi descrito em tumores homozigóticos Arg/Arg a existência de uma apoptose 
insuficiente ou nula, devido à ausência de co-expressão das proteínas Fas e FasL, bem 
como a uma elevada expressão da proteína Bcl-2. Pelo contrário, nos portadores 
heterozigóticos não foi encontrada a ausência de expressão de Bcl-2 e da coexpressão de 
Fas/FasL. Note-se que as proteínas Bcl-2, Fas e FasL se encontram relacionadas com a 
apoptose, tendo sido verificado que a baixa regulação da expressão de Fas é uma 
irregularidade comum em muitos tipos de cancros, incluindo cancros ginecológicos, e o 
aumento da expressão de FasL não é um fenómeno comum nesses tipos de cancro [142, 
149]. 
Adicionalmente, no presente estudo foi também possível verificar que a influência do 
polimorfismo TP53 Arg72Pro na sobrevivência global de doentes com CCU parece ser 
modulada pela história tabágica. Neste sentido, observou-se uma tendência para as 
doentes não fumadoras portadoras dos genótipos homozigóticos apresentarem um tempo 
médio de sobrevivência global menor em comparação com o genótipo heterozigótico 
(p=0,052). No entanto, essa associação não foi observada nas mulheres fumadoras ou ex-
fumadoras (p=0,194). O mecanismo biológico que pode explicar estas diferenças de 
resultados ainda não se encontra totalmente elucidado. Num estudo semelhante, em 
cancro do pulmão não foi encontra nenhuma associação entre os genótipos do 
polimorfismo e a sobrevivência global dos doentes, tendo em conta a sua história tabágica 
(p=0.850) [150].  
Relativamente à sobrevivência livre de doença, no presente estudo não se observou 
associação entre os diferentes genótipos do polimorfismo e este endpoint clínico (p=0.205), 
nem entre as doentes com genótipo heterozigótico versus as doentes com genótipos 
homozigóticos (p=0.081). 
A segregação do polimorfismo TP53 Arg72Pro mostra diferenças étnicas acentuadas, por 
isso a influência deste polimorfismo na evolução clínica de doentes com cancro é 
dependente da população em estudo. Importa ainda referir que neste estudo a infeção por 
HPV não foi considerada de acordo com os genótipos detetados, sendo um fator relevante 
que deverá ser considerado em futuros estudos, uma vez que os cancros do colo do útero 
com e sem infeção do HPV são entidades distintas a nível biológico e genético [151]. No 
entanto, Medeiros e colaboradores [152] estudaram os perfis genotípicos do HPV em 
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lesões de CCU de células escamosas em Portugal, tendo encontrado uma grande 
prevalência do HPV-16. 
Os efeitos do gene TP53 e as suas anormalidades, na resposta de tumores aos fármacos 
citotóxicos e à radiação são complexos, sendo um pouco utópico esperar uma relação 
direta entre qualquer mutação neste gene e a resposta ao tratamento com QT [83]. No 
entanto, segundo Wieringa e seus colaboradores [116] uma abordagem terapêutica alvo 
baseada na inativação dos componentes de reparação do DNA pode ser benéfica em CCU, 
talvez até mais eficaz se combinada com a QTRT, devido ao facto dos diferentes danos 
induzidos pela QTRT envolverem várias vias de reparação e os oncogenes do HPV terem 
um impacto negativo na reparação do DNA.  
Possíveis limitações que o presente estudo poderia apresentar encontram-se relacionadas 
com os vieses de seleção da população e dos resultados, contudo estas limitações não se 
aplicam neste estudo. Relativamente à seleção das doentes, esta foi feita de forma 
consecutiva e as caraterísticas clínicas das doentes incluídas neste estudo são 
representativas das da população em geral. Em relação aos resultados, esta limitação foi 
minimizada pela utilização de amostras de sangue e uma amostragem superior a 100 
casos. Além disso, importa referir que a falta de informação sobre o tipo de HPV presente 
nestas doentes poderá ter influência nos resultados, devido às associações existentes 





Capítulo VI -  Conclusões e perspetivas futuras 
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A oncologia translacional tem como objetivo principal a identificação de marcadores 
moleculares preditivos da evolução clínica dos doentes com cancro, uma vez que permitirá 
estratificar precocemente os doentes que possam beneficiar de um determinado 
tratamento. Neste sentido, a compreensão dos eventos moleculares que contribuem para 
a reparação dos danos no DNA e para apoptose, bem como a forma como os tumores 
evadem a estes mecanismos permitirá explicar a relação entre a genética do cancro e a 
sensibilidade ao tratamento. Além disso, poderá permitir uma abordagem terapêutica mais 
eficaz com base no design de novos fármacos e terapias antitumorais.  
Apesar da importância celular do gene RAD52, o polimorfismo 1476 C/T neste gene parece 
não estar relacionado com a evolução clínica de doentes com CCU. A análise deste 
polimorfismo poderá ser mais relevante em tumores cujo tratamento seja apenas 
radioterapia, já que a proteína RAD52 parece contribuir para uma hipersensibilidade à 
radiação ionizante, uma fonte exógena de DSBs. Devido ao facto do efeito funcional deste 
polimorfismo não estar totalmente elucidado, estudos funcionais deverão ser realizados de 
modo a quantificar a expressão do seu mRNA ou avaliar a expressão proteica por 
imunohistoquímica. Desta forma, será possível verificar o potencial impacto biológico do 
polimorfismo no gene RAD52 e, consequentemente, observar se a presença desta 
alteração genética afeta a expressão da proteína.  
A presente investigação sugere que a análise farmacogenómica do polimorfismo Arg72Pro 
do gene TP53 é um potencial marcador do prognóstico, sugerindo que a heterozigotia 
genotípica se traduz num aumento da sobrevivência global. Além disso, a sobrevivência 
global das doentes com CCU parece ser modulada pela sua história tabágica de acordo 
com os genótipos do polimorfismo, tendo-se verificado que o grupo de doentes não 
fumadoras e portadoras dos genótipos homozigóticos apresentaram um tempo médio de 
sobrevivência inferior às doentes com o genótipo heterozigótico. Assim, dado o facto da 
TP53 ser uma proteína multifuncional, com ações e consequências dependentes do 
contexto celular, torna-se difícil considerar um único polimorfismo como fator de 
prognóstico numa doença complexa como o CCU. Futuramente, também seria importante 
verificar o efeito do polimorfismo TP53 Arg72Pro no prognóstico de doentes com outros 
tipos de cancro, bem como determinar as razões da variabilidade e das interações entre 
as variantes genéticas, o HPV e outros fatores de stress ambiental. 
Por último, poder-se-ia realizar um estudo prospetivo de base populacional, bem como um 
estudo de caso-controlo para avaliar a associação entre ambos os polimorfismos e o risco 
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Introduction 
Cervical cancer is the fourth most common cancer in women, and the seventh overall, with 
an estimated 528,000 new cases and 266,000 deaths worldwide in 2012. Currently, this 
malignant disease represents 7.5% of all female cancer deaths. DNA double-strand breaks 
(DSBs) are among the most cytotoxic DNA damages and failure to repair theses injuries 
results in genomic instability. The P53 gene is considered to be the guardian of the genome 
due to its role on cell cycle arrest, DNA repair activation and regulation of apoptosis. Given 
the functional relevance of the damage cellular response pathways on carcinogenesis, 
potential associations between genetic polymorphisms in genes involved in response of the 
cell to DNA damage, cancer risk and efficacy to therapy have been intensively evaluated. 
We conducted this study to show the possible influence of the P53 Arg72Pro polymorphism 
(rs1042522) in overall survival in cervical cancer patients.  
 
  
Material and methods 
Retrospective cohort study that includes 241 Caucasian patients with histological diagnosis 
of cervical cancer, FIGO stages IB2-IVA, treated with cisplatin-based chemotherapy and 
concomitant radiotherapy. P53 Arg72Pro polymorphism was analyzed by Taqman™ Allelic 
Discrimination methodology. The associations between this polymorphism and overall 
survival were estimated by Kaplan-Meier method and using Log Rank test. A p value < 0.05 
was considered significant.  
 
Results and Discussion  
The P53 Arg72Pro polymorphism frequencies for homozygous Arg/Arg, heterozygous 
Arg/Pro and homozygous Pro/Pro were 0.56, 0.33, and 0.11, respectively. Our results 
demonstrate that the overall survival was statistically different according to the patients P53 
Arg72Pro genotypes. The patients heterozygous Arg/Pro present a higher overall survival 
than patients homozygous Arg/Arg and Pro/Pro (135 months vs. 106 months; p = 0.043). 
These preliminary results may contribute towards a better understanding of the role of 
genetic polymorphisms in DNA damage response genes in treatment response in cervical 
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Introduction 
In 2012, cervical cancer was the fourth most commonly diagnosed cancer in women and 
there were 528,000 new cases. Per day, it is estimated that several DNA-damaging events 
occur at a rate of 10,000 to 1,000,000 molecular lesions per cell. ERCC1 plays an essential 
role in the Nucleotide Excision Repair (NER) pathway and it is the main system to repair a 
wide variety of DNA damage, particularly bulky adducts, crosslinking and oxidative DNA 
damage. Due to the importance of genomic integrity maintenance, genes coding for DNA 
repair molecules have been proposed as candidate for cancer-susceptibility genes. This 
gene is a more promising predictive biomarker of response to chemoradiotherapy, because 
its expression is associated with the repair mechanisms of ionizing radiation and cellular 
mechanisms of resistance to cisplatin. The  aim  of  this  study  was  to  evaluate  the  




Materials and Methods 
We analysed ERCC1 A8092C polymorphism genotypes in genomic DNA isolated from 
peripheral blood of 241 patients with cervical cancer who underwent a chemotherapy in 
combination with radiotherapy. Genotyping was performed by TaqmanTM allelic 
discrimination methodology. Kaplan-Meier method and Log-Rank test were used to obtain 
and analyse the survival curves. 
Results and Discussion 
The frequencies obtained for the AA, AC and CC genotypes were 10,4%, 32,3% and 57,3%, 
respectively. Concerning the overall survival rates found using Kaplan-Meier method, we 
found no association to the patients ERCC1 genotypes (p=0,739). Therefore, our results 
indicate that there is no any influence of the ERCC1 genetic variants on clinical outcome of 
cervical cancer patients. In literature, this polymorphism has been significantly associated 
with many neoplasias, like ovarian cancer, lung cancer, esophagus cancer. This is the first 
study evaluating the role of the ERCC1 A8092C genetic variants in cancer prognosis and 
clinical outcomes of cervical cancer patients. Further functional studies regarding ERCC1 
expression according to ERCC1 A8092C polymorphism genotypes should be conducted in 
order to validate this hypothesis. 
 
 
 
 
  
